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Resume 
La participation de HNF4a a la reponse inflammatoire se manifeste par 
differents roles, notamment par la regulation transcriptionnelle du cytochrome P450, 
de l'oxyde nitrique synthase inductible, mais egalement par la protection face aux 
maladies inflammatoires de l'intestin (Mil). En effet, la perte de HNF4a au niveau de 
l'epithelium intestinal de souris rend celles-ci plus sensibles face a l'induction d'une 
colite chimique. Egalement, 1'expression de HNF4a est perdue au niveau des tissus 
coliques de patients atteints de maladies inflammatoires de l'intestin, dont la colite 
ulcereuse. Les Mil sont caracterisees par une activation chronique de la reponse 
immune et inflammatoire le long du tractus gastro-intestinal. L'agent causal est, dans 
la majorite des cas, la flore intestinale, laquelle peut activer plusieurs reponses 
inflammatoires, telle la secretion abondante de cytokines et d'interleukines pro-
inflammatoires ainsi que le recrutement et 1'infiltration de cellules immunitaires a 
l'epithelium, causant des dommages importants a la muqueuse intestinale et menant 
ainsi a une augmentation de la permeabilite de l'epithelium intestinal. La perte de 
HNF4a au niveau de l'epithelium colique de souris a mene a 1'apparition spontanee 
d'inflammation, a 1'infiltration massive de cellules leucocytaires et a revele une 
augmentation de la production de plusieurs facteurs pro-inflammatoires, dont la 
chimiokine KC/CXCL1. Cette molecule est en fait un chimioattractant important pour 
les neutrophiles et autres cellules leucocytaires. 
Dans cette optique, nous avons evalue, par immunobuvardage et gel de 
retention, l'impact d'un stress pro-inflammatoire sur l'expression et l'activite de 
xiii 
HNF4a. Nous avons egalement determine l'effet de 1'expression de HNF4a sur la 
production de KC/CXCL1 ainsi que les mecanismes de regulation de HNF4a sur 
l'expression de la chimiokine. Nous avons quantifie, par qPCR et par ELISA, la 
production et la secretion de KC/CXCL1 par les differentes lignees de cellules 
epitheliales intestinales surexprimant le facteur de transcription HNF4a. Aussi, nous 
avons montre l'influence de F£NF4a sur l'activation de NFKB, puisque ce facteur est 
responsable de la regulation transcriptionnelle de KC/CXCL1. Nous avons, en effet, 
montre que l'activation par phosphorylation, la translocation nucleaire et la capacite 
de liaison a 1'ADN de NFKB sont diminuees dans les modeles cellulaires de 
surexpression de HNF4a. Nous avons finalement evalue l'effet de HNF4a sur la 
degradation de l'inhibiteur de kappaB (iKBa). Dans cette etude, nous avons montre 
que le facteur de transcription FINF4a regule de facon negative la production de la 
chimiokine KC/CXCL1 en modulant l'activite transcriptionnelle de NFKB via la 
stabilisation de l'inhibiteur MB. 
Mots-cles : Facteur de transcription, HNF4a, NFKB, chimiokine, CXCL1, stress 
inflammatoire, cellules epitheliales intestinales, 
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I- Introduction 
1. Le systeme digestif 
Le systeme digestif assure la transformation et 1'absorption des aliments 
ingeres par l'organisme. Ce systeme est divise en deux parties, le tube digestif qui 
s'etend de la bouche a l'anus et les annexes du tube digestif qui sont les glandes 
salivaires, le foie, la vesicule biliaire, le pancreas et la rate. La transformation des 
aliments commence au niveau de l'estomac et se poursuit dans l'intestin grele et le 
colon. Tout au long du tractus gastro-intestinal, 1'organisation structurale se 
caracterise par la presence d'une muqueuse, d'une sous-muqueuse, d'une musculeuse 
et d'une sereuse. 
2. L'intestin grele et I'axe crypte-villosite 
Les differents segments qui composent l'intestin grele sont le duodenum, le 
jejunum et l'ileon (Gartner et Hiatt, 1997). La muqueuse de l'intestin grele est 
responsable de la digestion fine et de 1'assimilation des nutriments apportes par 
1'alimentation. De facon a accroitre la surface de contact du bol alimentaire avec la 
muqueuse intestinale, celle-ci forme des replis circulaires appeles valvules 
conniventes, au niveau desquels on denote la presence de projections en forme de 
doigts, les villosites, qui se prolongent sous forme de cryptes glandulaires. 
L'axe crypte-villosite est divise en deux parties, soit la crypte ou Ton retrouve 
les cellules souches, les cellules proliferatives et les cellules de Paneth, et la villosite 
qui est composee des cellules enterocytaires, des cellules enteroendocrines et des 
1 
Figure 1 : Structure de l'intestin grele. 
L'unite fonctionnelle de l'intestin grele est l'axe crypte-villosite. La crypte est 
composee de cellules souches, cellules proliferatives et des cellules de Paneth. Tandis 
que la villosite est composee des cellules enterocytaires, les cellules enteroendocrines 
et les cellules caliciformes. Les cellules souches de la base de la crypte vont dormer 
naissance aux cellules proliferatives qui vont migrer jusqu'a la jonction crypte-
villosite ou elles entameront un processus de differentiation pour acquerir les 
caracteristiques propres aux differents types cellulaires retrouves au niveau de 
1'epithelium intestinal. 
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cellules caliciformes (Figure 1 adaptee de Gartner et Hiatt, 1997). Le renouvellement 
de 1'epithelium digestif s'effectue aux 3 a 5 jours et est assure par les cellules souches 
retrouvees au niveau de la crypte. Les cellules souches vont se diviser en cellules 
proliferatives qui vont migrer jusqu'a la jonction crypte-villosite ou elles entameront 
un processus de differenciation pour dormer naissance aux differents types cellulaires 
retrouves au niveau de 1'epithelium intestinal. On retrouve plusieurs types de cellules 
differenciees au niveau de 1'intestin grele, lesquels sont presentes dans le tableau 1. Le 
role fonctionnel de 1'intestin grele est assure par les enterocytes, lesquels possedent a 
leur surface plusieurs enzymes responsables de la digestion des sucres et proteines et 
divers transporters permettant 1'absorption des nutriments, puis leur acheminement 
vers les systemes sanguin et lymphatique. 
Tableau 1 : Description des differents types cellulaires retrouves au niveau de 
1'intestin grele. 
Type cellulaire 
Cellules de 
Paneth 
Cellules 
caliciformes 
Localisation 
Compartiment cryptal, 
tout 1'intestin grele 
Villosites, plus 
abondantes dans la 
partie distale de 
1'intestin grele 
Description 
Ont une migration descendante suite a 
leur differenciation. Caracterisees par de 
grosses granules de secretion contenant 
les lysozymes, les defensines, les 
cryptidines, phospholipase A2. Secretent 
vers la lumiere intestinale. 
Impliquees dans la secretion de mucus 
vers la lumiere intestinale formant une 
couche protectrice face aux stress 
physiques et pathogeniques. 
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Cellules 
enteroendocrines 
Cellules M 
Cellules 
calveolees, T 
Enterocytes 
Villosite, tout l'intestin 
grele 
Associees aux plaques 
de Peyer, partie distale 
de l'ileon 
Tout l'intestin grele 
Villosite, tout l'intestin 
grele 
Caracterisees par une multitude de 
granules de secretion correspondant a 
plusieurs hormones differentes, telles la 
secretine, serotonine, gastrine, peptide 
inhibiteur gastrique. Secretent vers la 
circulation sanguine. 
Caracterisees par une multitude de 
petites vesicules. Cellules presentatrices 
d'antigenes aux lymphocytes residents 
de la muqueuse. 
Peu abondantes. Caracterisees par de 
multiples vesicules et de longues 
microvillosites. 
Type cellulaire le plus abondant. 
Impliquees dans la digestion fine des 
nutriments, 1'absorption et 
l'acheminement vers la circulation 
sanguine. 
3. L'epithelium colique 
Le colon est subdivise en plusieurs segments, soient le caecum, le colon 
proximal, transverse, distal et se termine par le rectum et le canal anal (Gartner et 
Hiatt, 1997). Au niveau morphologique, le colon est compose des cryptes de 
Lieberkuhn qui s'enfoncent dans le chorion de la muqueuse (Gartner et Hiatt, 1997). 
Contrairement a l'intestin grele, la presence de villosites n'est observable qu'aux 
stades embryonnaires anterieurs a la 30eme semaine de developpement, puisqu'il y a 
alors degenerescence des villosites pour ne laisser que des cryptes dans le colon adulte 
(Gartner et Hiatt, 1997). 
L'epithelium colique est responsable de l'absorption des lipides, des sels et de 
l'eau de facon a concentrer les feces. Cet epithelium de surface est compose 
4 
Figure 2 : Morphologie de l'epithelium colique 
L'epithelium colique est forme de cryptes et d'un epithelium de surface. Au niveau 
des cryptes, les cellules souches vont donner naissance aux trois types de cellules 
differenciees, soient les colonocytes, les cellules caliciformes et les cellules 
enteroendocrines. Cependant, on note une difference majeure entre l'intestin grele et 
le colon, soit l'absence de cellules de Paneth au niveau de l'epithelium colique. 
Morphologic de F epithelium du colon. 
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majoritairement de colonocytes, qui sont specialises dans l'absorption, mais on y 
retrouve egalement des cellules caliciformes et enteroendocrines, deux types de 
cellules secretrices (Karam 1999, Figure 2 adaptee de Gartner et Hiatt, 1997). Les 
cellules caliciformes, qui sont plus abondantes dans le colon qu'au niveau de 
l'intestingrele, secretent du mucus dans la lumiere intestinale de facon a former une 
couche protectrice facilitant le passage du bol alimentaire. Les cellules 
enteroendocrines, quant a elles, ont pour role la secretion de diverses hormones au 
niveau de la lamina propria. Ces trois types cellulaires sont issus de la differentiation 
des cellules souches, lesquelles sont situees dans le fond des cryptes de Lieberkiihn. 
4. Role de barriere de l'epithelium intestinal 
En plus de son implication dans la digestion et 1'assimilation des nutriments, 
l'epithelium intestinal joue un role de barriere face aux differents pathogenes evoluant 
dans la lumiere intestinale. En effet, la flore bacterienne du colon compte jusqu'a 400 
especes de bacteries, lesquelles sont majoritairement commensales et exercent un role 
benefique pour l'organisme comme la digestion des acides gras et la production de 
vitamines utilisees par l'organisme (Muller et al, 2005, Kelsall, 2008). Neanmoins, 
l'intrusion de ces bacteries ou d'agents pathogenes au niveau de la muqueuse 
intestinale entraine inevitablement 1'apparition de pathologies telles les maladies 
inflammatoires de l'intestin. A ce titre, l'epithelium intestinal exerce une fonction de 
barriere, d'abord, en formant un barrage physique etanche grace aux jonctions serrees, 
mais aussi en secretant diverses molecules comme le mucus, les defensines, les 
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immunoglobulines A (IgA) ainsi que plusieurs proteines antimicrobiennes (Baumgart 
et Carding, 2007). 
5. Reponse immunitaire intestinale 
Bien que Perithelium constitue une barriere capable de controler l'intrusion 
d'agents pathogenes, il arrive pourtant, dans certaines conditions, que Fintegrite de 
cette barriere se voie compromise, permettant ainsi 1'invasion des couches sous-
jacentes par les pathogenes. Dans ce cas, la reponse immunitaire joue un role cle dans 
Petablissement de defenses efficaces face aux agressions. Cette reponse immunitaire 
se doit d'etre finement regulee de facon a eviter qu'une reponse demesuree ne 
s'etablisse face a la microflore intestinale. A ce niveau, des mecanismes de tolerance 
sont mis en place face a la flore commensale de l'intestin. Ces mecanismes sollicitent 
l'implication des recepteurs de reconnaissance de motifs (Pattern recognition 
receptors, PRR) comme les recepteurs TLR (Toll-like receptors), LRR (recepteurs de 
sequences riches en leucine) et NOD (domaine d'oligomerisation des nucleotides) 
(MacDonald et Monteleone, 2005). En reponse a une blessure ou une agression, la 
premiere ligne de defense etablie se fera par 1'activation du systeme immunitaire inne. 
Ce mecanisme de defense est rapide et implique la participation de macrophages 
residents de la muqueuse et de cellules dendritiques qui, une fois actives, vont 
relacher plusieurs mediateurs inflammatoires tels que l'IL-ip, le TNF-a, le CXCL8, 
l'IL-6 et l'IL-12, permettant ainsi le recrutement des monocytes et des neutrophiles 
circulant (Sandborn, 2004, Stadnyk, 2002). 
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5.1. Participation des cellules epitheliales a la reponse immune 
Les cellules epitheliales amenent egalement leur contribution dans la reponse 
immune face a l'attaque de pathogenes. L'epithelium intestinal secrete et repond a une 
multitude de cytokines et chimiokines pro- et anti-inflammatoires (Figure 3 adaptee 
de Stadnyk, 2002). II existe une interaction etroite et complexe entre la liberation de 
ces mediateurs par les cellules epitheliales intestinales et la reponse des cellules 
immunitaires. En effet, certaines chimiokines comme le CXCL8, le CXCL1, le 
CXCL2 et le CXCL3, sont relachees par les cellules epitheliales afin d'attirer les 
macrophages et les neutrophiles vers le site d'inflammation (Grbic et al, 2008). 
Egalement, l'epithelium secrete certains mediateurs chimioattractants, tels le CXCL10 
et le CXCL11, qui sont impliques dans la reponse immune acquise par le recrutement 
de sous-populations de lymphocytes T. De plus, les cellules epitheliales participent au 
maintien de l'equilibre et de l'integrite de la muqueuse intestinale par le relachement 
de plusieurs cytokines pro- et anti-inflammatoires. Par exemple, l'expression d'IL-l(3 
a ete observee chez des rats en reponse a une infection par Trichinella Spiralis 
(Stadnyk et Kearsey, 1996) et suite a l'induction d'une colite a l'aide d'indometacine 
(Stadnyk, 2002). Aussi, il a ete rapporte que les enterocytes de rats et de souris 
secretent de l'IL-ip en reponse a l'induction d'une colite chimique (Radema et al, 
1991). De meme, une relache accrue d'IL-ip a ete rapportee chez les patients atteints 
de maladies inflammatoires de l'intestin (Radema et al, 1991). D'une autre maniere, 
la secretion d'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, participe au maintien de 
l'equilibre de la reponse infiammatoire de la muqueuse intestinale par la suppression 
de l'activite de plusieurs cellules immunitaires (Al-Ashy et al., 2006). 
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Figure 3 : Cytokines et chimiokines secretees par 1'epithelium intestinal. 
La figure regroupe les cytokines et chimiokines produites par les cellules epitheliales 
intestinales. Les principales cellules ciblees par ces cytokines et chimiokines sont 
montrees, toutefois, il faut noter qu'une molecule peut agir sur plus d'un type 
cellulaire. ENA (Epithelial-deriver-neutrophil-activating peptide); IL (Interleukine); 
IP-10 (Interferon-inducible protein 10); I-TAC (Interferon-inducible T cell 
chemoattractant); GM-CSF (Granulocyte-macrophage-colony stimulatin factor); GRO 
(Growth related oncogene); MDC (Macrophage derived chemokine); MEC (Mucosa-
associated epithelial chemokine); Mig (Monokine induced by interferon-y); MCP 
(Moncyte-Macrophage chemotactic peptide); RANTES (Regulated upuon activation 
normal T cell expressed and secreted); SCF (Stem cell factor); TECK (Thymus-
expressed chemokine); TGF (Transforming growth factor). Figure adaptee de 
Stadnyk, 2002. 
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Finalement, la reponse immunitaire des cellules epitheliales est un processus 
de communication complexe avec les cellules immunitaires et celui-ci se doit d'etre 
finement regule. En conditions normales, la cohabitation de l'hote avec la flore 
intestinale commensale amene une reponse inflammatoire legere qui est toleree par 
l'equilibre entre les signaux d'activation et d'inhibition du systeme immunitaire inne. 
Cependant, lorsque ces signaux d'inhibition sont deregles, par exemple par des 
facteurs environnementaux ou des mutations genetiques, il survient une activation 
incontrolee et exageree de la reponse inflammatoire. Cela peut alors conduire vers un 
debalancement de l'immunite mucosale augmentant ainsi les risques d'inflammation 
chronique (Baumgart et Carding, 2007). 
6. La chimiokine CXCL1 
En reponse a un stimulus pro-inflammatoire, les cellules epitheliales 
intestinales vont produire et secreter diverses cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires ayant pour roles de stimuler la migration des cellules immunitaires 
vers le site d'inflammation. Parmi cette multitude de facteurs, on retrouve la 
chimiokine CXCL1, aussi connue sous le nom de growth-regulated oncogene alpha, 
GROa, laquelle fait partie de la sous-famille de chimiokines a motif CXC possedant 
un motif ELR (sequence glutamate-leucine-arginine) (Laing et Secombes, 2004). 
Cette classe de molecules lie le recepteur CXCR2, un recepteur couple a une proteine 
G, retrouve a la surface des neutrophiles, favorisant ainsi leur adhesion aux cellules 
endothelials et subsequemment leur migration vers le site d'inflammation. En plus de 
son effet chimioattractant sur les neutrophiles, CXCL1 participe a la chimiotaxie et 
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l'activation des basophiles, des eosinophils, des monocytes et des lymphocytes, lui 
conferant ainsi non seulement un role majeur dans la reponse inflammatoire primaire, 
mais aussi un role important dans 1'inflammation chronique (Laing et Secombes, 
2004). En plus de ses roles dans 1'inflammation, la surexpression de CXCL1 dans des 
melanocytes immortalises entraine la transformation de ces cellules (Amiri et ah, 
2006). Cet effet est en lien avec l'origine de CXCL1, qui a originalement ete identifie 
comme facteur de croissance autocrine apres avec ete purifie du surnageant d'une 
lignee cellulaire issue d'un melanome humain, (Wang et ah, 2006). De plus, il a ete 
montre que CXCL1 agirait egalement comme mediateur capable de promouvoir 
l'angiogenese dans le sarcome de Kaposi et certains cancers du poumon (Wang et ah, 
2006). 
6.1. Regulation transcriptionnelle de CXCL1 
La regulation transcriptionnelle du gene CXCL1 est assuree par un promoteur 
minimal de 306 pairs de base ou Ton retrouve un site de liaison pour le facteur de 
transcription nuclear factor kappa B (NFKB) (Nirodi et ah, 2001). II a ete rapporte 
que certains facteurs comme le TNFa, l'EGF et l'IL-1 stimulent l'expression de 
CXCL1 et que l'activation du promoteur de CXCL1 fait intervenir les sous-unites p50 
et p65/RelA du facteur NFKB (Feng et ah, 2006). Par exemple, la liaison de l'IL-1 a 
son recepteur mene a l'activation par phosphorylation du complexe de kinases de 
l'inhibiteur de kappa B (IKK) lesquelles phosphorylent subsequemment leur substrat, 
l'inhibiteur de kappa B (IKBO, et (3) entrainant sa degradation par ubiquitination. En 
conditions basales, les proteines IKB sequestrent les sous-unites p50 et p65/RelA du 
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facteur de transcription NFKB, empechant ainsi leur translocation nucleaire. Une fois 
les IKB degrades, les deux sous-unites NFKB sont libres de transloquer au noyau pour 
y activer le promoteur du gene CXCL1 (Nirodi et ah, 2001). 
7. Les maladies inflammatoires de l'intestin et le stress oxydatif 
Les maladies inflammatoires de l'intestin, telles la colite ulcereuse et la 
maladie de Crohn, sont caracterisees par une activation chronique de la reponse 
immune et inflammatoire le long du tractus gastro-intestinal. Dans le cas de ces deux 
maladies, un antigene peut activer plusieurs reponses inflammatoires, telles la 
secretion abondante de cytokines et d'interleukines pro-inflammatoires et le 
recrutement massif de cellules immunitaires a 1'epithelium, causant des dommages 
importants a la muqueuse intestinale et menant ainsi a une augmentation de la 
permeabilite de l'epifhelium intestinal (Festen et ah, 2009). Cependant, l'agent 
initiateur de ces maladies inflammatoires est encore aujourd'hui discute. 
Generalement, l'hypothese proposee suggere une deregulation de l'immunite du 
tractus gastro-intestinal, puisque la maladie est souvent accompagnee d'une 
infiltration considerable de cellules immunitaires au niveau de la muqueuse 
intestinale. Toutefois, le stress oxydatif amene egalement une contribution importante 
aux maladies inflammatoires intestinales. De facon generate, les activites 
metaboliques cellulaires entrainent la formation de radicaux libres et d'especes 
reactives de l'oxygene (ROS) qui sont hautement reactives et dommageables pour la 
cellule (Rezaie et ah, 2007). Afin de maintenir l'equilibre redox et de controler les 
effets de ces reactifs, la cellule a developpe divers mecanismes de detoxification 
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assures par plusieurs enzymes, telles que la catalase et la glutathionne peroxydase qui 
vont catalyser le peroxyde d'hydrogene (H2O2) en eau et en oxygene. Cependant, 
lorsque ces mecanismes sont insuffisants ou deficients, il y a accumulation de 
radicaux libres et de ROS provoquant inevitablement des dommages cellulaires 
comme l'oxydation de l'ADN, des proteines et la peroxydation des lipides 
membranaires. Ces dommages viennent ainsi perturber l'integrite de la barriere 
epitheliale. Plusieurs etudes ont montre que les niveaux d'antioxydants et de 
molecules oxydees etaient anormaux chez des modeles animaux de maladies 
inflammatoires intestinales (Rezaie et al,, 2007, Tham et al., 2002, Nieto et al., 2002). 
Plus specifiquement, une etude d'Esworthy et ses collaborateurs a montre qu'un 
modele de souris invalidees pour les genes Gpxl et Gpx2, codant pour une 
glutathionne peroxydase, developpait une colite similaire a la colite ulcereuse apres 
seulement onze jours de vie (Esworthy et al, 2001). 
En bref, 1'inflammation intestinale peut etre causee par un influx de cellules 
immunitaires a la muqueuse intestinale provoquant des dommages a la barriere 
epitheliale intestinale, permettant 1'infiltration des pathogenes au niveau de la lamina 
propria induisant ainsi une cascade destructive de reponses immunitaires et 
inflammatoires. Toutefois, le stress oxydatif apporte une contribution importante a ce 
phenomene majeur. 
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8. Le facteur de transcription HNF4a 
8.1. Structure 
Le facteur nucleaire hepatique (HNF4) a originalement ete identifie au niveau 
du foie et fait partie de la superfamille des recepteurs nucleaires orphelins (Sladek et 
al, 1990). L'architecture de cette famille de recepteurs est caracterisee par la presence 
de six domaines conserves entre les differents membres (Figure 4). A l'extremite N-
terminale, se situe les domaines A/B, suivi du domaine C qui est responsable de la 
liaison a l'ADN assuree par les deux motifs en doigts de zinc. Le domaine D, quant a 
lui, constitue une region charniere flexible qui permet le changement de conformation 
lors de la dimerisation du recepteur. La dimerisation se fait au niveau du domaine E, 
region egalement impliquee dans la liaison du ligand (Hadzopoulou-Cladaras et al, 
1997, Ruse et al, 2002, Ryffel, 2001). Bien que HNF4 soit considere comme 
recepteur orphelin, certains acides gras, tels des acyles-CoA thioesthers, ont ete 
suggeres comme ligands potentiels (Hertz et al, 1998, Petrescu et al, 2002). En effet, 
la liaison directe de ces acyles-CoA thioesthers entrainerait un changement dans la 
structure secondaire de HNF4a. Cependant, il a ete rapporte que la liaison de ces 
ligands n'etait pas suffisante pour entrainer le changement de structure vers une 
conformation active (Duda et al, 2004). Malgre tout, il semblerait qu'un acide gras 
endogene se lie de facon stable au domaine de liaison au ligand lors du repliement de 
la proteine, ce qui confere a HNF4 une activite transcriptionnelle constitutive (Wisely 
et al, 2002). Cette activite est assuree par les deux regions de transactivation AF-1 et 
AF-2 qui sont situees respectivement dans les domaines A/B et E. Finalement, dans sa 
portion C-terminale, le facteur HNF4 possede le domaine F qui module l'interaction 
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avec les cofacteurs, exercant de cette facon un effet inhibiteur (Hadzopoulou-
Cladaras et al, 1997, Ruse et al, 2002). 
8.2. Isoformes 
Le facteur HNF4a se compose en fait de neuf isoformes (al-a9) qui resultent 
de la presence et 1'activation de deux promoteurs alternatifs (PI et P2) et d'epissage 
alternatif. Les isoformes al a a6 qui sont issues du promoteur PI, montrent une 
activite transcriptionnelle plus forte due a la presence de la region AF-1, 
comparativement aux isoformes a7 a a9 qui sont tronquees au niveau de cette region. 
L'epissage alternatif permet de generer les differentes isoformes issues des deux 
promoteurs, lesquelles vont differer par leur domaine F et par des insertions d'acides 
amines a leur extremite N-terminale. Chacune des differentes formes de FTNF4a va 
reconnaitre et Her la meme sequence d'acides nucleiques, cependant, la localisation 
tissulaire et le pouvoir transcriptionnel vont varier entre les isoformes (Eeckhoute et 
al, 2003, Nakhei et al, 1998, Torres-Padilla et al, 2001). 
8.3. Cofacteurs de HNF4a 
Bien que HNF4a possede une activite transcriptionnelle constitutive, la 
regulation de 1'expression de ces genes cibles se fait via son interaction avec 
differents co-activateurs tels que PGC-1, SCR-3, GRIP-1, CBP/p300 et Cited2 ou 
avec le corepresseur SMRT (Louet et al., 2002, Iordanidou et al., 2005, Torres-Padilla 
et al., 2002, Qu et al., 2007). Les interactions avec ces cofacteurs se font au niveau 
des domaines de transactivation AF-1 et AF-2 ainsi qu'au niveau du domaine D. Le 
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domaine F, quant a lui, module l'affinite de la liaison des co-activateurs par le 
recrutement du corepresseur SMRT. La perte du domaine F resulte en une reduction 
marquee de la liaison de SMRT a HNF4a (Ruse et al, 2002). Etant donne les 
variations entre les differentes isoformes au niveau des domaines A/B et F, 
l'interaction des isoformes avec les divers cofacteurs vont varier, et du meme coup, 
l'activite transcriptionnelle de chacune sera influencee. 
La regulation specifique des genes cibles par HNF4a depend grandement des 
cofacteurs presents dans la cellule. En effet, l'interaction de HNF4a avec le co-
activateur PC4 a ete demontree pour etre essentielle a la regulation positive de la 
transcription du gene iNOS (Guo et al., 2007). Egalement, l'absence du co-activateur 
Cited2 entraine une diminution de la liaison de FfNF4a au promoteur des genes 
impliques dans le developpement foetal du foie, causant une hypoplasie du foie, une 
disorganisation de 1'architecture et un metabolisme deficient des lipides et du glucose 
chez les souris invalidees pour le gene Cited! (Qu et al., 2007). Ainsi, la regulation 
fine des genes cibles de HNF4a se fait par les niveaux d'expression des isoformes de 
HNF4a et de ses cofacteurs, mais aussi directement via la regulation du facteur de 
transcription lui-meme. 
8.4. La regulation de HNF4a 
L'activite du facteur de transcription HNF4a est regulee par des mecanismes 
transcriptionnels et post-transcriptionnels. Premierement, la transcription du gene 
HNF4a humain est assuree par deux mecanismes transcriptionnels alternatifs. En 
effet, l'activation du promoteur humain du gene HNF4a est assuree par la synergie 
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entre les facteurs de transcription HNFla et HNF6 ainsi que HNF1J3 et GATA6. De 
plus, le facteur COUP-TFII peut lier un element de reponse DR1 localise dans le 
promoteur de HNF4a, agissant a ce niveau comme represseur dans la regulation de la 
transcription par les recepteurs nucleaires RXRa-RARa (Hatzis et Talianidis, 2001). 
Egalement, l'activation de la cascade des MAPK entraine une diminution de 
l'expression de HNF4a dans une lignee cellulaire issue d'un hepatome humain via la 
perte de l'expression de C/EBPa. A ce niveau, les facteurs HNFla et HNF6 
demeurent lies au promoteur tandis que la sequence enhancer se retrouve inoccupee 
favorisant une conformation lineaire du promoteur. La presence de C/EBPa 
engendrerait un changement tridimensionnel du promoteur permettant 1'initiation de 
la transcription par 1' ARN polymerase II (Hatzis et al., 2006). 
Le facteur de transcription FINF4a subit egalement certaines modifications 
post-traductionnelles menant a la regulation de son pouvoir transcriptionnel. 
Premierement, le cofacteur CBP acetyle HNF4a sur des lysines au niveau du domaine 
de liaison a l'ADN, favorisant l'activite transcriptionnelle de HNF4a par 
l'augmentation de son affinite pour l'ADN ainsi que pour CBP (Soutoglou et al, 
2000). Par le fait meme, l'acetylation de HNF4a est requise pour la retention nucleaire 
du facteur de transcription en prevenant son exportation au cytoplasme via la proteine 
CRM1 (Soutoglou et al, 2000). Deuxiemement, la phosphorylation de HNF4a par la 
MAPK p38 rend celui-ci plus stable, augmentant ainsi ses niveaux proteiques 
nucleaires resultant en l'induction de l'expression de la 7a-hydroxylase (Xu et al., 
2007). Dans certaines conditions, la phosphorylation de HNF4a a plutot pour effet de 
reduire son activite transcriptionnelle. En effet, il a ete demontre que l'AMPK 
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phosphoryle directement HNF4a au niveau du domaine E et que cette phosphorylation 
reduit sa capacite a dimeriser et consequemment a lier l'ADN (Hong et al., 2003). 
Finalement, il a ete rapporte que le suppresseur de tumeurs p53 exerce une repression 
sur le facteur de transcription HNF4a en se liant a son domaine de liaison au ligand et 
que ce mecanisme impliquerait le recrutement d'histones desacetylases (Maeda et al, 
2002). 
8.5. Les fonctions de HNF4a 
Le facteur de transcription HNF4 a originalement ete isole du foie de rat 
(Costa, et al, 1989). Des etudes chez la drosophile et chez Xenopus suggerent que 
HNF4 joue un role dans le developpement embryonnaire precoce (Ryffel, 2001). Son 
importance au niveau de 1'embryo genese a egalement ete rapportee chez les 
mammiferes, via un modele de souris invalidee pour le gene HNF4, lequel est 
incapable de completer la gastrulation (Chen et al, 1994) en raison d'une mort 
cellulaire au niveau de l'ectoderme au jour embryonnaire 6,5. Aussi, HNF4a a ete 
decrit comme ayant des roles dans plusieurs processus biologiques importants, telles 
la differentiation et les fonctions metaboliques. Bien que FINF4a soit retrouve au 
niveau du foie, des reins, de l'intestin, du pancreas et de l'estomac, dans cet ouvrage, 
seuls ses roles au niveau du foie et de l'intestin seront abordes. 
8.5.1. Roles au niveau du foie 
HNF4a est considere comme un facteur de transcription predominant au 
niveau du foie, en raison de ses roles dans la regulation d'un grand nombre de genes 
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impliques dans la differenciation terminale des hepatocytes. En effet, l'equipe de 
Duncan et ses collaborateurs a montre que 1'expression de HNF4a dans l'endoderme 
visceral est necessaire pour la survie de l'ectoderme embryonnaire et la gastrulation 
chez la souris (Duncan et al., 1997). Dans cette etude, la letalite embryonnaire 
associee a 1'invalidation du gene pouvait etre evitee par la complementation 
tetraplo'ide, technique visant a remplacer 1'endoderme invalide par des tissus extra-
embryonnaires exprimant toujours HNF4a, permettant de depasser le septieme jour 
embryonnaire (Duncan et al., 1997). Chez ces embryons, la specification et le 
developpement du foie ont lieu, cependant, les hepatocytes sont incapables 
d'exprimer plusieurs genes essentiels aux fonctions hepatiques, montrant ainsi 
l'importance de HNF4a dans la differenciation terminale des hepatocytes (Li et al., 
2000). Neanmoins, les embryons rechappes ne survivent pas au-dela du douzieme jour 
embryonnaire et done ce modele ne permet pas d'evaluer l'impact de la perte de 
HNF4a plus tard dans le developpement. Pour contrer ce probleme, un modele murin 
de deletion conditionnelle a ete genere en utilisant la Cre recombinase sous le controle 
du promoteur de l'albumine. Cependant, le modele genere par Parviz et ses 
collaborateurs ne survit pas au-dela du jour El 8,5 en raison de defauts majeurs au foie 
(Parviz et al., 2003). En effet, le foie de ces souris montre des lesions importantes 
ainsi qu'une perte de cohesion du tissu. De plus, la differenciation hepatocytaire est 
incomplete et la perte d'expression de plusieurs molecules de jonctions empeche 
1'organisation en epithelium (Parviz et al., 2003). Pourtant, dans les cas ou la perte de 
HNF4a survient au stade post-natal, observable chez le modele H4LivKO genere par 
Hayhurst et ses collaborateurs, aucun defaut morphologique majeur n'est apparent, 
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seule la deregulation du metabolisme lipidique est consequente a la deletion (Hayhurst 
et al., 2001). Ainsi, HNF4a est essentiel a la differenciation terminale des 
hepatocytes, a l'etablissement d'un epithelium hepatique, mais est aussi requis pour le 
maintien des fonctions metaboliques hepatiques. 
Les fonctions de HNF4a au niveau de la differenciation et du metabolisme des 
hepatocytes ont egalement ete rapportees au niveau cellulaire. En effet, les cellules 
H33, issues d'un carcinome hepatique murin genere par l'utilisation de 
diethylnitrosamine et de phenobarbital, montrent une perte de HNF4a et du meme 
coup une perte d'expression de genes impliques dans les fonctions d'hepatocytes 
matures, en plus d'etre completement dedifferenciees (Lazarevich et al, 2004). 
L'expression forcee de FfNF4a au niveau de ces cellules retablit 1'expression de 
plusieurs genes hepatiques tels al-antitrypsine, Apo-Al, Apo-A4 ainsi que de certains 
facteurs de transcription regulant les fonctions hepatiques, tels que HNFla et HNF6 
(Lazarevich et al, 2004). De plus, la reintroduction de FfNF4a amene les cellules a 
adopter une morphologie epitheliale, puisqu'il y a induction de 1'expression de 
proteines de jonctions, comme ZO-1, montrant que les cellules sont capables de 
former des jonctions serrees (Lazarevich et al, 2004). Encore une fois, ces resultats 
ont permis de constater l'importance de HNF4a comme un regulateur important de la 
differenciation hepatique. 
8.5.2. Roles au niveau de l'intestin 
Le facteur de transcription FfNF4a joue egalement un role dans le 
developpement du systeme digestif. Ce role a ete demontre par l'utilisation d'un 
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modele murin de deletion conditionnelle du gene HNF4a par la Cre recombinase sous 
le controle du promoteur Foxa3 (Garrison et al, 2006). Dans cette etude, il a ete 
montre que HNF4a est essentiel au developpement normal du colon (Garrison et al., 
2006). En effet, les embryons invalides montrent des defauts au niveau de 
1'epithelium colique en plus de presenter une absence totale de cryptes, une 
diminution de la proliferation des cellules epitheliales, un blocage de la maturation 
des cellules caliciformes, un elargissement de la lumiere intestinale et une perte 
d'expression de plusieurs genes controlant les fonctions normales du colon (Garrison 
et al, 2006). Neanmoins, malgre la perte de HNF4a, plusieurs aspects du 
developpement precoce du colon ont lieu normalement, telle la specification de tous 
les types cellulaires et la conversion de 1'epithelium pseudostratifie en epithelium 
simple prismatique (Garrison et al., 2006). Ces observations suggerent que HNF4a est 
requis pour le maintien de 1'expression de genes contribuant aux fonctions et a la 
differentiation terminale de l'epithelium colique. 
Aussi, la generation d'un modele murin de deletion conditionnelle du gene 
HNF4a utilisant la Cre recombinase sous le controle du promoteur de la villine, a 
permis de mettre en lumiere 1'importance de HNF4a dans le maintien de 
l'homeostasie intestinale et de montrer le role de HNF4a dans la regulation de 
1'expression de la claudine-15, proteine presente au niveau des jonctions serrees 
(Darsigny et al., 2009). En effet, Darsigny et ses collaborateurs ont montre que les 
souris invalidees exposent un phenotype inflammatoire spontane s'apparentant a la 
colite ulcereuse, soit une disorganisation des cryptes des l'age de trois mois, une 
augmentation de l'infiltration de cellules leucocytaires et un allongement des cryptes. 
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Dans cette etude, les auteurs ont egalement rapporte leurs resultats au niveau de 
modeles de maladies inflammatoires de l'intestin observes chez l'humain, en montrant 
que l'ARNm de HNF4a etait significativement diminue au niveau de biopsies 
intestinales chez des patients atteints de la maladie de Crohn et de colite ulcereuse. 
Au niveau de l'intestin grele, des etudes ont montre la participation de HNF4a 
dans la differenciation enterocytaire. En effet, une etude de Stegmann et ses 
collaborateurs a montre qu'il y a un marquage plus important de HNF4 au niveau de 
la villosite (Stegmann et ah, 2006). Cette merae etude a revele, par analyse 
d'immunoprecipitation de la chromatine, la presence de HNF4 au niveau du 
promoteur de plusieurs genes specifiques aux fonctions enterocytaires, tels que les 
genes de l'apolipoproteine A4 et de l'aminopeptidase N (Stegmann et ah, 2006). 
Precedemment, FINF4a avait ete rapporte pour lier et activer le promoteur du gene de 
la phosphatase alcaline, et ce, d'une maniere dependante de la differenciation (Olsen 
et ah, 2005). 
9. Hypothese de recherche 
L'importance de HNF4a au niveau de nombreux processus biologiques a ete 
bien demontree. En effet, la perte de ce facteur de transcription au niveau des 
differents stades du developpement resulte en une multitude de defauts allant d'une 
incapacite a completer la gastrulation, jusqu'a la perte d'expression des genes des 
fonctions hepatiques et intestinales. La perte de HNF4a au niveau du colon, a un stade 
post-natal, engendre un phenotype infiammatoire. Egalement, il a ete rapporte que 
l'expression du facteur de transcription HNF4a est diminuee au niveau du colon des 
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patients atteints de colite ulcereuse (Darsigny et ah, 2009). Au niveau cellulaire, 
l'equipe de Guo a demontre que l'activite de HNF4a est augmentee suite a un stress 
inflammatoire et qu'en reponse a ce stimulus, HNF4a regule positivement la 
transcription du gene de l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (Guo et al, 
2006). 
A la lumiere de tous ces resultats, nous avons pose l'hypothese selon laquelle 
le facteur de transcription HNF4a protege les cellules epitheliales intestinales face a 
un stress inflammatoire en regulant negativement 1'expression de CXCL1. 
Pour repondre a cette hypothese, nous avons etabli trois objectifs de recherche, 
soient: 
1) Evaluer l'impact d'un stress pro-inflammatoire sur 1'expression et l'activite 
transcriptionnelle de HNF4a; 
2) Determiner les voies de signalisation activees par un stress pro-inflammatoire 
et impliquees dans la regulation de 1'expression et de l'activite de HNF4a; 
3) Caracteriser les mecanismes de regulation de HNF4a sur la production de la 
cytokine pro-inflammatoire CXCL1 par les cellules epitheliales intestinales. 
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II- Materiel et Methodes 
1. Culture cellulaire 
1.1. Cellules HEK 293T 
La lignee cellulaire HEK 293T (ATCC, CRL-11268) est une lignee foetale 
humaine transformee de reins. Ces cellules ont ete cultivees dans du milieu DMEM 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) en presence de 10% de serum bovin foetal (FBS) (Wisent, 
St-Bruno, Quebec), 2 mM de glutamine (GlutaMax, Invitrogen Burlington, Ontario, 
Canada), 0,01M d'HEPES (Wisent, St-Bruno, Quebec) et 100 jig/mL de 
penicilline/streptomycine (Wisent, St-Bruno, Quebec), a 37 °C dans une atmosphere 
de 95% air et 5% CO2. Le milieu a ete change aux 2 jours et les cellules ont ete 
reensemencees dans un ratio 1:10a l'atteinte de la confluence. 
1.2. Cellules Caco-2 
La lignee cellulaire Caco-2 (ATCC, HTB-37) cancereuse provient d'un 
adenocarcinome de colon humain. Ces cellules ont la particularite d'entamer un 
processus de differentiation a l'atteinte de la confluence, dormant ainsi naissance a des 
cellules differenciees qui ont une morphologie similaire a celle des enterocytes 
(Jumarie et Malo, 1991). Ces cellules ont ete cultivees dans du milieu DMEM 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) en presence de 10% de serum bovin foetal (FBS) (Wisent, 
St-Bruno, Quebec), 2 mM de glutamine (GlutaMax, Invitrogen Burlington, Ontario, 
Canada), 0,01M d'HEPES (Wisent, St-Bruno, Quebec) et 100 ug/mL de 
penicilline/streptomycine (Wisent, St-Bruno, Quebec), a 37 °C dans une atmosphere 
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de 95% air et 5% CO2. Le milieu a ete change aux 2 jours et les cellules ont ete 
reensemencees dans un ratio 1:5 lorsque les cellules atteignaient 70% a 80% de 
confluence. 
1.3. Cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a 
Les cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a ont ete generees par infection 
lentivirale de la lignee cellulaire Caco-2 avec la construction pLKO.l-puro contenant 
un shARN dirige contre l'ARN messager de HNF4a (Mission shRNA, Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) ou ne ciblant aucune proteine humaine. Les 
sequences d'ARN messagers cibles sont presentees dans le tableau 2. Les cellules ont 
ete selectionnees et cultivees dans du milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Quebec) 
contenant 10% de serum bovin foetal (FBS) (Wisent, St-Bruno, Quebec), 2 inM de 
glutamine (GlutaMax, Invitrogen Burlington, Ontario, Canada), lOmM d'HEPES 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) et 7,5ug/mL de puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, 
Ontario, Canada), a 37 °C dans une atmosphere humide (5% CO2 et 95% air). Le 
milieu a ete change aux 2 jours et les cellules ont ete reensemencees dans un ratio 1:5 
lorsque les cellules atteignaient 70-80%) de confluence. 
Tableau 2. Noms et sequences des shARN diriges contre le transcrit de HNF4a. 
Nom 
shHNF4a-89 
shHNF4a-90 
Sequence (5'-3') 
(Nucleotides) 
CCACATGTACTCCTGCAGATT 
(362-382) 
GCAGGAACATATGGGAACCAA 
(1271-1291) 
Numero de reference 
(Sigma-Aldrich) 
TRCN0000019189 
TRCN0000019190 
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1.4. Cellules IEC-6/RV, IEC-6/Cdx2 et IEC-6/Cdx2-HNF4a 
Les cellules IEC-6/RV, IEC-6/Cdx2 et IEC-6/Cdx2-HNF4a sont issus de la 
lignee de cellules epitheliales intestinales normales de rat IEC-6 (ATCC, CRL-1592) 
(Quaroni et May, 1980). Ces trois lignees cellulaires ont ete generees par infection 
retrovirale a l'aide du vecteur pBabe-puro vide (RV) et des constructions pBabe-
puro/Cdx2 (humain) et pBabe-puro/HNF4a (humain), realisee par l'equipe du 
Professeur Francois Boudreau (Lussier et al, 2008). Les cellules ont ete cultivees 
dans du milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Quebec) contenant 5% de serum foetal 
bovin (FBS) (Wisent, St-Bruno, Quebec), 25 mM d'HEPES (Wisent, St-Bruno, 
Quebec) et 0,1 U/L d'insuline. Les cellules ont ete maintenues a 37°C dans une 
atmosphere humide composee a 95% d'air et 5% de CO2, le milieu cellulaire a ete 
remplace aux 2 jours et le reensemencement cellulaire s'est fait dans un ratio 1:6 a 
l'atteinte de la confluence. 
1.5. Cellules HT-29/RV et HT-29/HNF4a 
Les cellules HT-29/RV et HT-29/FTNF4a ont ete generees par infection 
retrovirale de la lignee cellulaire HT-29 (ATCC, HTB-38), issue d'un 
adenocarcinome de colon humain. Ces deux lignees cellulaires ont ete generees par 
infection retrovirale a l'aide du vecteur pBabe-puro vide (RV) et la construction 
pBabe-puro/HNF4a humain. Les virus generes ont ete gracieusement offerts par le 
laboratoire du Pr Francois Boudreau (Lussier et al., 2008). Les cellules ont ete 
selectionnees et cultivees dans du milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Quebec) 
contenant 10% de serum bovin foetal (FBS) (Wisent, St-Bruno, Quebec), 2 mM de 
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glutamine (GlutaMax, Invitrogen Burlington, Ontario, Canada), lOmM d'HEPES 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) et 7,5ug/mL de puromycine, a 37°C dans une atmosphere 
humide (5% CO2 et 95% air). Le milieu a ete change aux 2 jours et les cellules ont ete 
reensemencees dans un ratio 1:5 a l'atteinte de la confluence. 
2. Production de lentivirus 
Les virus ont ete produits en transfectant les vecteurs lentiviraux pLPl, pLP2 
et pLP/VSVG, permettant 1'expression des proteines d'encapsidation, ainsi que les 
constructions pLKO.l-puro/shCtrl et pLK0.1-puro/shHNF4a dans les cellules HEK 
293T. Pour la transfection, les cellules ont ete ensemencees dans des petris de 100 mm 
de diametre (5 000 000 cellules/petris) tel que decrit precedemment. La transfection a 
ete realisee dans du milieu OptiMEM (Gibco, Invitrogen Burlington, Ontario, 
Canada) au moyen d'une solution de LipofectAMINE (LipofectAMINE 2000, 
Invitrogen Burlington, Ontario, Canada), en utilisant 6(ig de chaque vecteur et selon 
les recommandations du manufacturier. Apres 4h d'incubation a 37°C, le milieu de 
transfection a ete change pour du milieu de culture adapte aux HEK 293T. Apres une 
incubation de 2 jours, le milieu de culture a ete recupere, filtre sur un filtre de 0,45 
urn, aliquote en volume de 700 uL et congele a -80°C. 
3. Infection lentivirale et retrovirale 
Les cellules Caco-2 et HT-29 ont ete ensemencees dans des plaques de 6 puits 
et conservees en culture jusqu'a 50% de confluence. Lors de l'infection virale, le 
milieu de culture a ete remplace par 700 uL de suspension virale contenant 4 ug/mL 
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de polybrene (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) frais. Au terme d'une 
incubation de lh a 37°C dans une atmosphere humide (5% CO2, 95% air), 1,3 mL de 
milieu de culture contenant 4 ug/mL de polybrene ont ete ajoute a chaque puits. Les 
cellules ont ete incubees 2 jours a 37°C, puis le milieu de culture a ete remplace par 
du milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Quebec) contenant 10% de serum bovin foetal 
(FBS) (Wisent, St-Bruno, Quebec), 2 mM de glutamine (GlutaMax, Invitrogen 
Burlington, Ontario), lOmM d'HEPES (Wisent, St-Bruno, Quebec) et 7,5ug/mL de 
puromycine, de facon a faire la selection des cellules infectees. 
4. Traitement des cellules 
4.1. Determination de la concentration de H2O2IL-IP a utiliser 
Les cellules Caco-2 ont ete ensemencees dans une plaque de 6 puits. A 
l'atteinte de la confluence, le milieu de culture a ete remplace par leur milieu de 
culture approprie depourvu en serum foetal bovin. Apres une periode de 24h, les 
cellules ont ete traitees pendant 4h avec des concentrations croissantes de H2O2 (50 
uM a 300 uM) et d'IL-ip (Bioshop, Burlington, Ontario, Canada) (Ing/mL a 20 
ng/mL), de fa9on a determiner la concentration optimale de chacun des produits. 
4.2. Traitement au H202 et a 1'IL-lp 
Les differents modeles cellulaires ont ete ensemences dans des plaques 6 puits, 
petris de 60mm ou de 100mm de diametre selon les besoins des differentes 
experiences. A l'atteinte de la confluence, le milieu de culture a ete remplace par le 
milieu de culture approprie depourvu de serum foetal bovin. Suite a une incubation de 
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18 a 24h, les cellules IEC-6/RV, IEC-6/Cdx2 et IEC-6/Cdx2-HNF4a ont ete stimulees 
avec 50 u.M de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip, tandis que les autres types cellulaires ont 
ete traites avec 200 uM de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip pendant differents temps. 
4.3. Traitement des cellules avec des inhibiteurs de voies de signalisation 
Les cellules de la lignee Caco-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 6 puits et 
maintenues jusqu'a l'atteinte de la confluence, a 37°C dans une atmosphere humide 
composee a 95% d'air et 5% de CO2. Le milieu de culture a ensuite ete remplace par 
le milieu de culture approprie depourvu en serum foetal bovin. Apres une periode de 
24h, les cellules ont ete pretraitees avec 10 u.M d'inhibiteur de JNK, le SP600125 
(EMD Biosciences, Mississaga, Ontario) et 50 uM l'inhibiteur du proteasome, le 
MG132 (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), pendant respectivement 60 minutes et 90 
minutes, precedemment au traitement de 60 minutes au H202 (200 uM) et a l'IL-ip 
(10 ng/mL). Les cellules ont egalement ete traitees avec le DMSO comme controle 
negatif. 
5. Analyse de 1'expression ou des modifications des proteines cibles 
5.1. Extraction des proteines totales 
Suivant les differents traitements, les cellules ont ete lysees dans un tampon de 
lyse a base de Triton (40 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 0,2 mM d'orthovanadate sodique, 40 mM de P-glycerophosphate, 0,1 mM de 
phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF) et un cocktail d'inhibiteurs de proteases 
(Sigma-Aldrich)) pendant 20 minutes a 4°C. Les extraits obtenus ont ensuite ete 
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centrifuges a 15 600 g pendant 10 minutes a 4°C et le surnageant a ete recolte. Les 
proteines ont ete quantifiees a l'aide de la trousse BioRad Protein Assay reagent 
(BioRad Laboratories, Mississauga, ON) modifiee pour les dosages en plaque de 96 
puits tel que decrit par le manufacturier. 
5.2. Extraction des proteines nucleaires et cytoplasmiques 
Suivant le traitement au H202 et a 1TL-1(3, les cellules ont ete lavees avec du 
tampon PBS IX, recuperees par centrifugation et resuspendues dans 100 uL de 
tampon de lyse (100 mM HEPES, 1 mM EDTA, 60mM KC1, 1,2 mM PMSF, 1 mM 
DTT et NP-40, pH 7,9). Apres une incubation de cinq minutes sur glace, les proteines 
cytoplasmiques ont ete separees par une centrifugation de 20 secondes a 15 600 g a 
temperature piece (TP). Le culot a ensuite ete resuspendu dans 100 pL de tampon de 
resuspension nucleaire (250 mM Tris-base pH 7,8, 75 mM KC1, 1,2 mM PMSF et 1 
mM DTT). Les noyaux ont ete lyses par trois cycles alternant des incubations de deux 
minutes dans l'azote liquide et a 37°C. Les proteines nucleaires sont recuperees par 
centrifugation de 10 minutes a 15 600 g, a 4°C. Les proteines nucleaires ont ete 
quantifiees tel que decrit a la section precedente. 
5.3. Immunobuvardage de type Western 
Une concentration de 20 ug d'extraits proteiques a ete utilisee pour realiser les 
analyses d'immunobuvardage. La separation des proteines par electrophorese et le 
transfert de celles-ci sur membrane de PVDF (Millipore, Bedford, MA, Etats-Unis) 
ainsi que les immunobuvardages ont ete realises tel que decrit precedemment dans le 
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laboratoire (Grbic et ah, 2008). La dilution, l'origine et le fournisseur de chacun des 
anticorps utilises pour 1'immunodetection des proteines d'interet sont presenters dans 
le tableau 3. Dans chaque cas, la detection des bandes specifiques a ete effectuee en 
incubant les membranes une heure a TP avec une dilution 1:10 000 d'anticorps anti-
chevre IgG, anti-souris IgG ou anti-lapin IgG conjugues a la peroxydase de raifort 
(HRP). La visualisation des signaux a ete realisee par autoradiographie en utilisant la 
trousse de chimiluminescence Immobilon Western de Millipore (Billerica, MA, 
USA). La normalisation des signaux a ete effectuee en deshybridant les membranes 
pendant 20 minutes a TP a l'aide de la solution Restore Western Blot stripping buffer 
(Fisher Scientific, St-Laurent, QC) et par rehybridation avec les anticorps anti-actine 
et anti-lamine B, tel que nous l'avons precedemment decrit (Grbic, Degagne et al. 
2008). L'intensite relative du signal a ete determined par densitometrie en utilisant le 
logiciel QuantityOne de BioRad. 
Tableau 3: Description des anticorps utilises pour immunodetection des 
proteines cibles. 
Anticorps 
Anti-HNF4a 
Anti-NFKB 
p65 
Anti-
phospho 
NFKB p65 
Origine 
Chevre 
Souris 
Lapin 
Type 
Polyclonal 
Monoclonal 
Monoclonal 
Dilution 
1/1000 pour 
lerat 
1/3000 pour 
l'humain 
1/1000 
1/1000 
Fournisseur 
Santa Cruz 
Biotechnology 
Santa Cruz 
Biotechnology 
Cell Signaling 
Technologies 
Numero 
catalogue 
sc-6556 
sc-8008 
3033 
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Anti-lKB 
Anti-actine 
Anti-lamine 
B 
Souris 
Souris 
Chevre 
Monoclonal 
Monoclonal 
Monoclonal 
1/2000 
1/10 000 
1/1000 
Cell Signaling 
Technologies 
Millipore 
Santa Cruz 
Biotechnology 
4814 
MAB1501R 
sc-6216 
5.4. Micropuce d'anticorps 
Le criblage de plusieurs facteurs anti- et pro-inflammatoires exprimes au 
niveau des tissus coliques de souris sauvages et invalidees pour le gene HNF4a a ete 
effectue a l'aide d'une puce d'anticorps de la compagnie RayBiotech (RayBio® 
Mouse inflammation antibody array G series, RayBiotech, Norcross, GA, Etats-Unis) 
selon les recommandations du manufacturier. Pour ce faire, 40 ug de proteines 
extraites de tissus coliques, gracieusement offerts par le laboratoire du Pr Francois 
Boudreau, ont ete utilises. La detection des signaux a ete effectuee sur le canal Cy3 
avec l'appareil ScanArray Express dual-color confocal laser scanner (Perkin Elmer, 
Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Les valeurs des signaux ont ete normalisees par 
les donnees obtenues pour les puits vides. 
5.5. ELISA 
Les cellules Caco-2/shCtrl, Caco-2/shHNF4a, HT-29/RV, HT-29/HNF4a, 
IEC-6/RV, IEC-6/Cdx2 et IEC-6/Cdx2-HNF4a ont ete ensemencees dans des plaques 
de 6 puits ou 24 puits, puis maintenues jusqu'a l'atteinte de la confluence dans un 
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environnement a 37°C, compose a 95% d'air et 5% de CO2. A l'atteinte de la 
confluence, le milieu de culture a ete remplace par le milieu de culture approprie 
depourvu de serum foetal bovin. Vingt-quatre heures suivant le changement de milieu, 
les cellules ont ete traitees avec 50 uM d'E^C^ et 10 ng/mL d'IL-ip dans le cas des 
cellules IEC-6/RV, IEC-6/Cdx2 et IEC-6/Cdx2-HNF4a, tandis que les autres types 
cellulaires ont ete traites avec 200 uM de H202 (H202) et 10 ng/mL d'IL-ip (IL-lp) 
pendant differents temps. Suite au traitement, le milieu de culture a ete recupere, 
congele dans l'azote liquide et conserve a -80°C jusqu'a la realisation des tests 
ELISA. Dans le cas des cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a, un decompte 
cellulaire a ete effectue de facon a normaliser les donnees obtenues. La quantification 
de la secretion de CXCL1/KC par methode ELISA (R&D systems, Minneapolis, MN, 
Etats-Unis) a ete realisee conformement aux recommandations du manuel de 
l'utilisateur. Une dilution 1/5 des echantillons a ete utilisee pour proceder aux ELISA. 
La detection colorimetrique a ete faite en utilisant un spectrometre VersaMax 
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Etats-Unis). 
Egalement, suite aux differents traitements, les proteines totales ont ete 
extraites en lysant les cellules avec 0,5 mL de tampon de lyse IX provenant de la 
trousse PathScan" Inflammation Multi-Target Sandwich ELISA Kit (Cell signaling 
Technology), en soniquant les lysats sur glace puis en recuperant le surnageant apres 
une centrifugation de 10 minutes a 15 600 g a 4°C. La detection de la phosphorylation 
de la tyrosine 705 de STAT3 a ete realisee a l'aide de la trousse PathScan® 
Inflammation Multi-Target Sandwich ELISA Kit (Cell signaling Technology), selon 
les directives du manufacturier. Une dilution 1/2 des echantillons a ete utilisee pour 
34 
proceder a ELISA. La detection colorimetrique a ete faite en utilisant un spectrometre 
VersaMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Etats-Unis). 
6. Analyse de la liaison des facteurs de transcription a l'ADN 
6.1. Hybridation des sondes et radiomarquage 
Des amorces complementaires correspondant aux sequences consensus des 
facteurs de transcription HNF4a et NFKB ainsi que celles correspondant aux 
sequences identifiees sur le promoteur de CXCL1 (tableau 4) ont ete hybridees de 
facon a former des sondes d'ADN double brin. Pour se faire, 25 jxg de chaque 
oligonucleotides ont ete melanges, completes avec de l'eau sterile de facon a obtenir 
un volume de 50 uL puis chauffes a 75 °C pendant deux minutes. Ensuite, la 
temperature a ete abaissee graduellement jusqu'a temperature piece afin de permettre 
l'appariement. Les sondes ainsi formees ont ete radiomarquees par incorporation 
d'ATP contenant le radio-isotope P en position gamma (y- P-ATP). Pour se faire, 
les sondes ont ete incubees a 37°C pendant 45 minutes en presence de y- P-ATP et de 
l'enzyme T4 DNA polynucleotide kinase (PNK), puis purifiees sur colonnes illustra 
MicroSpin™ G-50 (GE Health Care, Piscatway, NJ, Etats-Unis) selon les 
recommandations du manufacturier. Ensuite, 1 uL de la sonde a ete ajoute a 5 mL de 
liquide a scintillation (GE Health Care, Piscatway, NJ, Etats-Unis) de fa?on a 
quantifier l'activite du marquage des sondes a l'aide d'un compteur a scintillation 
Wallac (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Les sondes ont ete 
conservees a -20°C jusqu'a leur utilisation. 
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Tableau 4 : Sequence des sondes utilisees pour realiser les etudes de liaison des 
facteurs de transcription a l'ADN. 
Nom de la 
sonde 
HNF4a 
consensus 
NFKB 
consensus 
CXCL1 #1 
CXCL1 #2 
Sequences de la sonde 
5' - AGGTC A A AGGTC AC-3' 
5'-GGGAATTTCC-3' 
5' -CGGGCTGC ATC AGTGGACCC-3' 
5'-TCGGGATCGATCTGGAACTC-3' 
6.2. Gel de retention 
Afin d'evaluer a capacite de liaison des facteurs de transcription a leur 
sequence consensus, des extraits nucleaires provenant de cellules traitees ont migre 
sur gel de d'acrylamide 5% non-denaturant en presence des sondes radiomarquees au 
P. Bnevement, les echantillons nucleaires ont ete prepares dans un tampon de liaison 
(10 mM HEPES, 10% glycerol, 100 uM EDTA, 250 uM PMSF) auxquels ont ete 
ajoutes 50 mM de KC1, 50 ng de polydeoxyinosinate-polydeoxycytidylate (Roche 
Molecular Biochemicals, Allemagne) et un volume de sonde correspondant a 50 000 
cpm d'activite. La migration a ete effectuee a 120 V pendant trois heures et demie 
dans un tampon contenant 1,9 M de glycine, 0,25 M de Tris et 14 mM d'EDTA. Le 
gel a ensuite ete seche a 80°C pendant lh a l'aide de l'appareil Slab Gel Dryer 
ThermoEC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Etats-Unis). Le retard sur gel 
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des bandes specifiques a ete provoque par la pre-incubation de certains echantillons 
avec 3 ug d'anticorps specifiques aux facteurs de transcription etudies, soient contre 
HNF4a et NFKB-P65 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Etats-Unis). La 
visualisation des bandes a ete realisee en exposant le gel a un ecran capteur de 
phosphore (Imaging Screen-K, BioRad Laboratories, Mississauga, ON) pour une 
periode de deux jours et en detectant les signaux a l'aide du scanner Typhoon (GE 
Health Care, Piscatway, NJ, Etats-Unis). 
7. Analyse de l'expression des genes d'interet 
7.1. Extraction de 1'ARN total 
L'ARN total des cellules Caco-2/shCtrl, Caco-2/shHNF4a, HT-29/RV et HT-
29/HNF4a traitees a ete extrait selon le protocole utilisant le Trizol® (Invitrogen, 
Burlington, Ontario, Canada). Les cellules ensemencees dans des plaques de 6 puits 
ont ete lysees en les incubant avec 1 ml de Trizol pendant 5 a 10 minutes a la 
temperature de la piece, avec agitation. L'ARN a ete extrait en ajoutant 200uL d'une 
solution phenol: chloroforme : alcool isoamyl (25 :24 :1, v/v) (Invitrogen, Burlington, 
Ontario, Canada). Les echantillons ont ete vigoureusement agites pendant 15 secondes 
et laisses a la temperature de la piece pendant 3 minutes. La phase aqueuse, contenant 
l'ARN, a ete separee de la phase organique par centrifugation de 15 minutes a 10 200 
g, a TP. La phase aqueuse a ete transferee dans un nouveau microtube et 500 uL 
d'isopropanol ont ete ajoutes a chaque tube pour precipiter l'ARN. Apres 10 minutes 
d'incubation a TP, les echantillons ont ete centrifuges a 10 200 g pendant 10 minutes 
a TP. Le surnageant a ete enleve et les culots d'ARN ont ete laves avec 1 ml d'ethanol 
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75%. L'ethanol a ete enleve des tubes et le culot de TARN a ete seche a 1'air avant 
d'etre dissout dans 30 uL d'eau exempte de RNAses. 
7.2. Quantification de TARN total 
L'ARN total a ete quantifie par spectrophotometrie en lisant la densite optique 
(DO) a une longueur d'onde de 260 nm. La concentration a ete calculee en utilisant la 
formule suivante: DO * facteur de dilution * 0,04. La longueur d'onde de 280 nm a 
aussi ete prise afin d'effectuer le ratio 260/280 qui indique si l'ARN est contamine. 
Ce ratio est ideal si le resultat se situe entre 1,8 et 2,0. 
7.3. Production d'ADN complementaire 
L'ADN complementaire (ADNc) correspondant a l'ARN messager (ARNm) 
extrait a ete obtenu grace a la technique de polymerisation en chaine utilisant la 
transcriptase inverse (RT-PCR). Les reactions de RT-PCR ont ete realisees dans un 
volume final de 20 uL a l'aide de la trousse Superscript II Reverse Transcriptase 
dTnvitrogen (Burlington, Ontario, Canada), tel que decrit par le manufacturier. 
Brievement, luL d'oligonucleotides dTi5 (500 ug/mL) et luL de dNTP (10 mM) ont 
ete ajoutes a 2 \xg d'ARN puis le volume a ete complete a 12 uL avec de l'eau 
exempte de nucleases. Les echantillons ont ete chauffes a 65°C pendant 5 minutes 
pour empecher l'appariement des amorces, apres quoi ils ont rapidement ete places 
sur glace. Apres une breve centrifugation, les elements suivants ont ete ajoutes: 4 uL 
de First stand buffer 5X, 2uL de 0,1 M de DTT et 0,5uL d'inhibiteur de RNase de GE 
Health Care (Piscatway, NJ, Etats-Unis). Les ingredients ont ete melanges a la pipette 
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et pre-incubes deux minutes a 42°C. La reaction de transcription inverse a ete 
demarree par l'addition de 0,5 uL de Superscript II Reverse Transcriptase (200 
unites). Les echantillons ont alors ete incubes pendant 50 minutes a 42°C. La 
polymerase a ete inactivee en chauffant les tubes pendant 15 minutes a 75°C. Les 
ADNc ainsi generes ont ete conserves a -20°C ou utilises immediatement pour les 
analyses par PCR. 
7.4. PCR quantitatif 
La quantification de l'expression de la chimiokine CXCL1 ainsi que les genes 
controles GAPDH et TBP (Tableau 5) dans les tissus humains a ete realisee par PCR 
quantitatif en temps reel a partir d'ADNc provenant des lignees cellulaires Caco-
2/shCtrl, Caco-2/shHNF4a, HT-29/RV et HT-29/HNF4a. Le PCR quantitatif (qPCR) 
permet de comparer et de quantifier des niveaux d'expression de genes d'interet dans 
differents echantillons. Les genes GAPDH et TBP ont ete utilises comme reference 
pour normaliser la quantite d'ADNc dans les echantillons, il est done important que 
son expression varie le moins possible entre les differents groupes experimentaux. De 
plus, un calibrateur de meme nature que les echantillons experimentaux, mais qui n'a 
subi aucune modification est utilise. Le melange de depart pour les reactions de qPCR 
a ete realise selon le protocole etabli pour la trousse Brilliant SYBR® Green QPCR 
Master Mix (La Jolla, CA, Etats-Unis) dans des microtubes (10ul) (QIAGEN, 
Mississauga, ON, Canada) specialement concut pour l'appareil Rotor-gene Q de 
QIAGEN. 
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Tableau 5: Sequences des amorces utilisees pour le PCR quantitatif. 
Gene 
CXCL1, humain 
TBP, humain 
GAPDH, humain 
Amorce sens (5'-3') 
AGGGAATTCA 
CCCCAAGAAC 
TGAGGATAAGA 
GAGCCACGAA 
CGGAGTCAACG 
GATTTGGTCG 
Amorce anti-sens (5'-3') 
CACCAGTGAG 
CTTCCTCCTC 
GAGCACAAGG 
CCTTCTAACCT 
AGCCTTCTCCAT 
GGTGGTGAAGAC 
Taille (pb) 
204 
196 
300 
8. Analyse de l'activation du promoteur d'interet par les facteurs de 
transcription par essai luciferase 
8.1. Transformation bacterienne et extraction d'ADN plasmidique 
La construction du promoteur humain de CXCL1 suivi du gene rapporteur de 
la luciferase dans le vecteur pGL2 a ete gracieusement offerte par la Dr Ann 
Richmond, de l'ecole de Medecine de l'Universite Vanderbilt a Nashville (Nirodi et 
ah, 2001). Les ADNs plasmidiques de cette construction et des vecteurs d'expression 
contenant les genes des facteurs de transcription HNF4a et NFicB-p65 ont ete 
amplifies par transformation bacterienne. Pour ce faire, 10 ug d'ADN plasmidique ont 
ete ajoutes a la preparation de bacteries competentes. Le melange a ete incube sur la 
glace pendant 30 minutes. Un choc thermique a ensuite ete induit aux bacteries en 
chauffant a 42°C pendant deux minutes. Les bacteries ont ete refroidies sur la glace 
pendant quatre minutes et 500 uL du milieu LB ont ensuite ete ajoutes aux bacteries. 
Les bacteries ont ete agitees pendant une heure a 37°C. Puis, 100 uL de melange 
bacterien ont ete etales sur du milieu LB agar contenant de l'ampicilline pour ensuite 
etre incubees a 37° C pendant environ 18h. Apres cette periode d'incubation, 5 ml 
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(MiniPrep) ou 50ml (MidiPrep) de milieu LB contenant de l'ampicilline ont ete 
ensemence avec les bacteries transformees et ont ete incubes a 37°C pendant 16 a 18h 
a agitation constante. L'extraction de l'ADN plasmidique a ete realisee en utilisant la 
trousse d'extraction QIAprep Miniprep ou HiSpeed Plasmid Midikit de Qiagen 
(Mississauga, ON, Canada). 
8.2. Transfection transitoire 
Les cellules cancereuses colorectales humaines Caco-2 ont ete ensemencees 
dans une plaque de 24 puits et maintenues jusqu'a atteindre 70 % de confluence pour 
la transfection. Une heure avant d'effectuer la transfection, le milieu de culture a ete 
remplace par 300 uL de milieu OptiMEM (Gibco BRL, Burlington, Ontario). Chaque 
condition fut evaluee en triplicata. Les experiences ont ete repetees quatre fois de 
facon independante. 
Un total de 0,1 ug d'ADN plasmidique de la construction du promoteur de la 
chimiokine CXCL1 couple au gene de la luciferase et 0,1 jag d'ADN plasmidique de 
vecteur vide ont ete utilises pour la transfection transitoire suivant la methode utilisant 
la LipofectAMINE 2000 (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). Le vecteur pRL 
SV40-Renilla (Promega, Madison, Etats-Unis) (0,1 ng) a ete ajoute a chaque melange 
d'ADN afin d'evaluer l'efficacite de transfection dans chacun des puits. Pour chaque 
reaction, correspondant a un puits, 2 uL de LipofectAMINE 2000 ont ete pre-incubes 
avec 48 uL du milieu OptiMEM pendant 5 minutes a la temperature de la piece. 
Quant aux ADNs plasmidiques, ils ont ete pre-incubes dans 150 uL de milieu 
OptiMEM. Suivant cette etape, le melange de LipofectAMINE a ete ajoute au 
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melange d'ADNs et incube pendant 20 minutes a TP. Un volume de 100 u.L de 
melange reactionnel a ete ajoute a chaque puits. Apres cinq heures d'incubation dans 
un environnement humide a 37°C compose a 95% d'air et 5% de CO2, le milieu a ete 
remplace par le milieu DMEM approprie. 
8.3. Lyse cellulaire et essai luciferase 
L'essai luciferase a ete realise 48 heures suivant la transfection tel que decrit 
precedemment dans le laboratoire (Grbic et al., 2008). Les resultats ont ete normalises 
par rapport a l'activite de la luciferase de la Renilla (Promega, Madison, Etats-Unis) 
et l'activite de la luciferase a ete comparee avec l'activite du vecteur vide. 
9. Immunoprecipitation 
L'immunoprecipitation a ete realise en utilisant 400 ug de proteines totales 
extraites des cellules Caco-2 traitees, incubes 18h avec 6 y.g d'anticorps dirige contre 
HNF4a (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Etats-Unis) ou 6 ^g d'un IgG de 
chevre, utilise comme controle. Les proteines ciblees ont ete recuperees par une 
incubation avec 40 uL de billes de shepharose couplees a la proteine A (GE Health 
Care, Piscatway, NJ, Etats-Unis) prealablement gonflees dans du tampon de lyse 
Triton, suivie d'une centrifugation de 5 minutes a 2300 g a 4°C. Les complexes 
formes entre les proteines d'interets et les billes ont ete laves 3 fois au tampon Triton, 
puis chauffes 5 minutes a 95°C, pour finalement etre deposes sur gel de 
polyacrylamide de 10 % (SDS-PAGE). Les immunobuvardages diriges contre NFKB-
p65 et HNF4a ont ete realises tel decrit au point 5.3. 
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I l l - Resultats 
1. Des conditions pro-inflammatoires amenent une augmentation des niveaux 
proteiques et de l'activite de HNF4a dans les cellules Caco-2. 
Etant un facteur de transcription constitutivement actif, l'activite de HNF4a 
est regulee par differentes modifications qui vont, dans certains cas, affecter la 
stabilite du facteur ou sa liaison a l'ADN (Soutoglou et al, 2000, Xu et al., 2007, 
Hong et al., 2003). Nous avons done, comme premier objectif de recherche, voulu 
determiner l'effet d'un stress pro-inflammatoire sur l'expression et l'activite de 
HNF4a. Pour ce faire, nous avons d'abord traite les cellules Caco-2 avec du peroxyde 
d'hydrogene et de l'interleukine-ip, mimant ainsi un stress inflammatoire, puis 
evaluer les niveaux proteiques de HNF4a par immunobuvardage. La figure 5A montre 
un resultat representatif de trois experiences distinctes. Nous observons sur cette 
figure qu'il y a augmentation marquee des niveaux proteiques de HNF4a apres trois 
heures de traitement avec 200 uM de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip ainsi qu'une 
augmentation plus moderee apres 6h de traitement. II fallait egalement determiner par 
quel mecanisme se faisait 1'augmentation proteique de HNF4a. Pour ce faire, nous 
avons evalue 1'implication de la kinase de stress Jun N-terminal Kinase (JNK) par 
utilisation d'un inhibiteur de son activite, soit le SP600125. Suivant un traitement 
d'une heure au SP600125, les cellules Caco-2 ont ete traitees avec 200 uM de H2O2 et 
10 ng/mL d'IL-ip pendant lh et 3h. Les niveaux proteiques de HNF4a ont ensuite ete 
detectes par immunobuvardage. Nous avons constate que l'inhibition de l'activite de 
la kinase JNK empeche 1'augmentation des niveaux proteiques de HNF4a obtenue 
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Figure 5 : Des conditions de stress inflammatoire amenent une augmentation des 
niveaux proteiques de HNF4a et une augmentation de sa liaison a l'ADN 
Les cellules Caco-2 ont ete stimulees avec 200 uM de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip 
pendant differents temps. 
A) Les niveaux proteiques de HNF4a ont ete detectes par un immunobuvardage dirige 
contre HNF4a. La figure montre une forte augmentation de l'expression de HNF4a 
apres 3h de traitement au H2O2 et a l'IL-ip. Les niveaux d'expression de l'actine sont 
egalement presentes comme controle de chargement du gel de polyacrylamide. 
B) L'activite de HNF4a a ete verifiee en evaluant sa capacite de liaison a l'ADN. Le 
gel de retardement montre la liaison de HNF4a a sa sonde consensus radiomarquee 
suite a un traitement au H2O2 et a l'IL-ip. On observe une augmentation de la liaison 
de HNF4ot a l'ADN a 30 minutes et 6h de traitement comparativement aux conditions 
controles et aux autres conditions de traitement. 
Les deux figures sont representatives de 3 experiences differentes. 
En conditions de stress inflammatoire, les niveaux proteiques de HNF4a sont 
augmented ainsi que sa liaison a l'ADN 
A) 
B) 
54kDa -\ 
42kDa 
HNF4a 
Actine 
Oh 3h 6h 
H202 200|jM + IL-ipi0ng/ml 
E 0 0.5 1 3 4 6 0 0.5 0.5 (h) 
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+ L-1p10ng/ml **. % 
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Figure 6 : L'augmentation proteique de HNF4a est dependante de l'activite de la 
kinase de stress JNK, en conditions de stress inflammatoire. 
Les cellules Caco-2 ont ete traitees avec 200 uM de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip 
pendant lh et 3h. Les cellules avaient ete prealablement traitees avec l'inhibiteur de la 
kinase JNK, le SP600125 (10 uM), ou le DMSO comme controle. Les niveaux 
d'expression de HNF4a ont ete detectes par immunobuvardage. La figure montre 
qu'un traitement au H2O2 et a l'IL-lp precede d'un traitement au SP600125 empeche 
1'augmentation des niveaux proteiques de HNF4a tel qu'obtenue apres une heure de 
traitement au H2O2 et a l'IL-ip precede d'un traitement au DMSO. Les niveaux 
d'expression de l'actine sont egalement montres comme controle de chargement. 
Cette figure est un exemple representatif de 3 experiences differentes. 
L'inhibition de la kinase JNK empechc l'augmentation proteique de HNF4a 
DM SO SP600125 
Oh 1h 3h Oh 1h 3h 
HNF4a 
Actine 
H202 200MM + IL-1p10ng/ml 
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Figure 7 : L'inhibition du proteasome ne previent pas la diminution des niveaux 
proteiques de HNF4a entrainee par l'inhibition de la kinase de stress JNK. 
Les cellules Caco-2 ont ete prealablement traitees avec l'inhibiteur de JNK, le 
SP600125 (10 uM), et/ou un inhibiteur du proteasome, le MG132 (50 uM), puis ont 
ete traitees avec 200 uM de H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip pendant lh. Ensuite, les 
niveaux proteiques de HNF4a ont ete detectes par immunobuvardage. La figure 
montre que l'inhibition de la kinase JNK par le SP600125, empeche 1'augmentation 
proteique de HNF4a tel qu'observee apres une heure de traitement au peroxyde 
d'hydrogene et a l'interleukine-ip precede d'un traitement au DMSO. De plus, 
l'inhibition du proteasome par le MG132 conjointement a l'inhibition de JNK par le 
SP600125, ne permet pas de ramener 1'augmentation proteique de HNF4a obtenue par 
un traitement au peroxyde d'hydrogene et a l'interleukine-ip. Cette figure est un 
exemple representatif de 3 experiences differentes. 
La diminution des niveaux proteiques de HNF4a suite a l'inhibition de JNK n'est 
pas associee a l'activite du proteasome. 
I- DMSO—j pSP600125-| |—MG 132—f 
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suite au traitement pro-inflammatoire (Figure 6). De plus, l'inhibition du 
proteasome par le MG132 conjointement a l'inhibition de JNK par le SP600125 ne 
permet pas de retablir les niveaux proteiques de HNF4a observes suite au traitement 
au H2O2 et IL-ip (Figure7). Dans chaque cas, la detection des niveaux d'expression 
de 1'actine a ete utilisee comme controle de chargement et pour s'assurer de l'integrite 
des proteines. 
Egalement, l'activite de HNF4a a ete verifiee en evaluant sa capacite de 
liaison a l'ADN. Le gel de retardement, presente a la figure 5B, montre la liaison de 
HNF4<x a sa sonde consensus radiomarquee suite a un traitement au H2O2 et IL-ip. On 
observe une augmentation de la liaison de HNF4a a l'ADN a 30 minutes et 6h de 
traitement comparativement aux conditions controles et aux autres conditions de 
traitement. 
2. Criblage des facteurs inflammatoires produits au niveau des tissus coliques 
de souris de type sauvage et de souris invalidees pour le gene HNF4a. 
Plusieurs groupes de recherche ont etudie la perte de FfNF4a au niveau du foie 
et du colon, a differents stades du developpement (Duncan et al., 1997; Parviz et al., 
2003; Garrison et al, 2006; Darsigny et al, 2009). Une de ces etudes s'est averee tres 
pertinente pour la mise en place de notre projet de recherche. L'etude de Darsigny et 
ses collaborateurs a montre que la perte de FINF4a au niveau de 1'epithelium du colon 
de souris menait a l'apparition spontanee d'inflammation avant l'age d'un an. En 
effet, le modele de deletion conditionnelle de HNF4a au niveau des tissus coliques de 
souris presente des symptomes s'apparentant a la colite ulcereuse. Les animaux 
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invalides montrent un allongement des cryptes, une disorganisation de celles-ci et une 
infiltration importante de cellules immunitaires (Darsigny et al, 2009). La presence de 
cellules leucocytaires, etant attirees par differentes molecules inflammatoires, suggere 
une secretion importante de facteurs pro-inflammatoires au niveau des tissus coliques. 
Afin d'evaluer la production et la modulation de 1'expression de cytokines par les 
tissus de colon des souris conditionnellement invalidees pour le gene HNF4a, modele 
utilisant la Cre recombinase sous le controle du promoteur de la viline, nous avons 
effectue un criblage de plusieurs facteurs inflammatoires a l'aide de la puce 
d'anticorps RayBio® Mouse inflammation antibody array G series, de la compagnie 
RayBiotech. Les resultats obtenus sont divises par classes de molecules 
inflammatoires et sont detailles dans le tableau 6. On note une augmentation de la 
production de plusieurs facteurs inflammatoires au niveau de tissus coliques des 
souris invalidees pour le gene HNF4a, dont notamment une augmentation de 
l'expression de KC/CXCL1, un important chimioattractant pour les neutrophiles. 
Tableau 6: La perte de HNF4a au niveau des tissus coliques de souris entraine 
une production accrue de facteurs pro-inflammatoires. 
Facteurs Proinflammatoires 
Classe/Noms Controles Mutantes Augmentation 
Chimiokines 
Eotaxine 
Eotaxine-2 
Fractalkine 
I-TAC 
KC/CXCL1 
LIX 
Lymphotactine 
MCP-1 
MIG 
4186,00 ±1908,09 
794,33 ±119,19 
564,67 ±150,97 
209,33 ± 64,92 
78,83 ±19,96 
196,33 ±96,98 
306,00 ±143,93 
109,50 ±14,00 
122,00 ±27,27 
4503,75 ± 1141,5 
1402,75 ± 372,8 
752,00 ±214,6 
724,38 ±140,3 
354,50 ±65,1 
873,00 ±169,0 
935,13 ±198,1 
218,13 ±43,1 
393,25 ± 77,0 
1,1 
1,8 
1,3 
3,5 
4,5 
4,4 
3,1 
2,0 
3,2 
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Classe/Noms Controles Mutantes Augmentation 
Chimiokines 
(suite) 
MlP-la 
MlP-ly 
RANTES 
SDF-1 
TCA-3 
TECK 
108,67 ±30,49 
21774,17 ±2083,51 
552,83 ± 280,78 
905,67 ±618,64 
192,83 ±44,76 
90,17 ±46,22 
281,13 ±51,7 
24224,50 ± 7639,6 
1835,75 ±709,2 
2757,13 ±1125,3 
1724,63 ±566,3 
378,25 ± 28,6 
2,6 
1,1 
3,3 
3,0 
8,9 
4,2 
Cytokines 
GCSF 
GM-CSF 
IFN-y 
IL-la 
IL-ip 
IL-2 
IL-3 
IL-6 
IL-12p40p70 
IL-12p70 
IL-17 
Leptine 
MCSF 
TNFa 
Proteines 
membranaires 
CD30 ligand 
Fas ligand 
Inhibiteurs de 
metallopeptidases 
TIMP-1 
TIMP-2 
447,33 ± 95,02 
125,50 ±51,69, 
300,00 ± 84,07 
597,33 ±175,06 
135,33 ±20,69 
1528,83 ±1208,96 
181,67 ±25,07 
85,17 ±30,13 
22,17 ±14,15 
346,33 ±183,79 
209,67 ± 86,24 
123,33 ±45,46 
100,17±41,16 
239,67 ±8,01 
35,50 ±25,03 
27,17 ±14,04 
876,83 ± 294,83 
189,17 ±43,73 
320,13 ±38,1 
527,75 ± 74,4 
1593,25 ±1180,6 
2546,13 ±798,5 
453,38 ±112,8 
2455,75 ± 895,6 
374,25 ± 90,7 
304,13 ±61,9 
268,75 ± 66,7 
543,13 ±120,1 
1823,13 ±625,4 
477,38 ±108,0 
592,50 ±189,4 
611,50 ±73,0 
455,75 ±161,7 
870,13 ±735,7 
1372,38 ±181,1 
654,25 ± 126,6 
0,7 
4,2 
5,3 
4,3 
3,4 
1,6 
2,1 
3,6 
12,1 
1,6 
8,7 
3,9 
5,9 
2,6 
12,8 
32,0 
1,6 
3,5 
Facteurs anti-inflammatoires 
Cytokines 
IL-4 
IL-10 
IL-13 
Recepteurs 
solubles 
sTNFRI 
sTNFRII 
1455,67 ±1176,55 
567,67 ±493,32 
223,67 ± 59,93 
8162,17 ±879,65 
1891,50 ±271,02 
370,00 ±53,1 
827,38 ±236,4 
755,13 ±104,1 
8909,88 ± 2228,4 
2923,50 ±838,3 
0,3 
1,5 
3,4 
1,1 
1,5 
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3. Les tissus coliques de souris invalidees pour le gene HNF4a ont une 
expression accrue de KC/CXCL1 
Les souris invalidees pour le gene de HNF4a au niveau des tissus coliques 
presentent une production accrue de plusieurs facteurs pro-inflammatoires, dont 
notamment la chimiokine KC/CXCL1. Cette chimiokine est principalement impliquee 
dans l'attraction des neutrophiles, mais elle participerait egalement a la chimiotaxie et 
l'activation des basophiles, des eosinophils, des monocytes et des lymphocytes, 
suggerant une importance majeure dans 1'inflammation chronique (Laing et 
Secombes, 2004). Egalement, KC/CXCL1 est connue pour etre un facteur de 
croissance autocrine et promouvoir 1'angiogenese dans la sarcome de Kaposi (Wang 
et at, 2006). Ces divers roles dans 1'inflammation et la carcinogenese ainsi que sa 
modulation par la perte de HNF4a ont suscite chez nous un interet pour 1'etude de 
cette molecule. Nous avons d'abord valide par methode ELISA 1'augmentation de 
KC/CXCL1 au niveau des tissus coliques des souris invalidees pour HNF4a. Comme 
le montre la figure 8, les souris ayant la deletion du gene HNF4a montrent une 
augmentation significative de 1'expression de KC/CXCL1 au niveau de leurs tissus 
coliques comparativement aux souris de types sauvages. 
4. Validation de la surexpression de HNF4a dans les cellules IEC-6 et HT-29 
ainsi que de l'inhibition de l'expression de HNF4a dans les cellules Caco-2 
De facon a nous permettre de repondre au troisieme objectif de recherche, soit 
de determiner les mecanismes de regulation de FlNF4a sur la production de la 
chimiokine pro-inflammatoire CXCL1, nous avons genere differents outils, soient 
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Figure 8: Les tissus coliques de souris invalidees pour le gene HNF4a ont une 
expression accrue de KC/CXCL1 
L'expression de la chimiokine KC/CXCL1 au niveau des extraits proteiques issus des 
tissus coliques de souris sauvages et de souris invalidees pour le gene HNF4a a ete 
quantified par methode ELISA. Les echantillons ont ete dilues 1/5 pour realiser 
l'ELISA. Le graphique montre ici les resultats obtenus pour 6 souris sauvages et 5 
souris invalidees. La moyenne des resultats est representee par la ligne horizontale. 
L'augmentation de l'expression de KC/CXCL1 chez les souris invalidees par rapport 
aux souris de type sauvage est significative (test de t non apparie ou *p<0,05). 
Les tissus coliques de souris invalided pour le gene HNF4a ont une expression 
accrue de KC/CXCL1 
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Figure 9: Validation de la surexpression de HNF4a dans les cellules IEC-6, HT-
29 et de la repression de l'expression de HNF4a dans les cellules Caco-2. 
Le gene HNF4a a ete surexprime dans les cellules HT-29 et IEC-6 lesquelles 
expriment de faibles niveaux ou n'expriment pas HNF4a. Cette surexpression a ete 
realisee par infection virale, tel que decrit dans la section Materiel et Methodes. La 
surexpression a ete verifiee et confirmee par immunobuvardage dirigee contre la 
proteine HNF4a, dans les cellules IEC-6 (A) et HT-29 (B). L'expression de HNF4a a 
egalement ete diminuee par utilisation de shARNs diriges contre l'ARNm de HNF4a, 
dans les cellules Caco-2. Cette diminution est observee par immunobuvardage (C). 
Les numeros de reference des deux shARN utilises apparaissent au bas de la figure. 
Validation de la surexpression de HNF4a dans les cellules IEC-6 et HT-29 (A, B) 
ainsi que de 1'inhibition de 1'expression de HNF4a dans les cellules Caco-2 (C). 
A) 
IEC-6 
> CM X 
•o O LL 
<3 
HNF4a 
actine 
B) 
HT-29 
HNF4a 
actine 
RV HNF4a 
c) 
Caco-2 
.0Q0mm***<- ****#•"• *•• 
Ctrl 89 
-4MH 
90 
HNF4a 
actine 
pLK0.1/shHNF4a 
89: NM_000457.3-362-382 
90: NM 000457.3-1271-1291 
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trois lignees cellulaires ou 1'expression de HNF4a a ete augmentee ou diminuee. Le 
gene HNF4a a ete surexprime dans les cellules HT-29 et IEC-6 lesquelles expriment 
de faibles niveaux ou n'expriment pas HNF4a au niveau basal. Cette surexpression a 
ete realisee par infection virale, tel que decrit dans la section Materiel et Methodes. La 
surexpression a ete verifiee et confirmee par immunobuvardage dirige contre la 
proteine HNF4a, dans les cellules IEC-6 (Figure 9A) et HT-29 (Figure 9B). 
L'expression de HNF4a a egalement ete diminuee par utilisation de shARN diriges 
contre l'ARNm de HNF4a, dans les cellules Caco-2. Cette diminution est observee 
par immunobuvardage (Figure 9C). 
5. En conditions inflammatoires, la production de CXCL1 est diminuee dans les 
cellules exprimant le facteur de transcription HNF4a. 
Nous avons confirme par methode ELISA que l'expression de la chimiokine 
KC/CXCL1 etait augmentee au niveau des tissus coliques des souris invalidees pour 
le gene HNF4a comparativement aux souris de types sauvages. Cependant, 
1'experience a ete realisee avec des extraits totaux de tissus de colon. Afin d'evaluer si 
la hausse de l'expression de CXCL1 etait attribuable a une augmentation de sa 
production par les cellules epitheliales intestinales ayant la deletion du gene HNF4a, 
nous avons utilise les differents modeles de cellules epitheliales ou l'expression de 
HNF4a a ete augmentee ou diminuee. Nous avons done traite ces differents types 
cellulaires avec du H2O2 et de l'IL-ip. La quantification de la production de 
KC/CXCL1 par les differents types cellulaires a ete realisee par methode ELISA sur 
le milieu de culture. Les trois graphiques presentant la quantification de la secretion 
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Figure 10 : En conditions inflammatoires, la production de CXCL1 est diminuee 
dans les cellules exprimant Ie facteur de transcription HNF4ct. 
Les differents types cellulaires ont ete stimules avec du H2O2 et de l'IL-ip, le milieu 
de culture a ete recupere. La quantification de la production de CXCL1 par les 
differents types cellulaires a ete realisee par methode ELISA. Les echantillons de 
milieu cellulaire ont ete dilues 1/5 pour realiser cette experience. Les trois graphiques 
presentant la quantification de la secretion de CXCL1 par les cellules IEC-6 (A), HT-
29 (B) et Caco-2 (C), montrent qu'il y a diminution significative de cette secretion 
lorsque le facteur de transcription HNF4a est exprime (test «2 way ANOVA ou 
*p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001). 
En conditions inflammatoires, la production de CXCL1 est diminuee dans les 
cellules exprimant le facteur de transcription HNF4a. 
A) 
B) 
lOOOOn 
Oh 3h 4h 6h 
H202"-IL-1P (50 uM, 10ng/mL) 
Ctrl 4h 6h 8h 
H202+ IL-1P (200 uM. 10ng/mL) 
n=2-4 
HT29: 
• HNF4a 
n=3-6 
C) 
25001 
3h 4h 6h 
H202+ IL-1P (200 uM. 10ng/mL) 
Caco: 
• shCtrt 
• shHNF4a 
n=3-5 
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de KC/CXCL1 par les cellules IEC-6 (Figure 10A), HT-29 (Figure 10B) et Caco-2 
(Figure IOC), montrent une diminution significative de cette secretion lorsque le 
facteur de transcription HNF4a est surexprime et une augmentation significative de la 
relache de CXCL1 lorsque l'expression de HNF4a est inhibee. 
6. Le transcrit de CXCL1 est diminue dans les cellules epitheliales 
surexprimant le facteur de transcription HNF4a. 
Ayant montre que l'expression et la secretion de la chimiokine KC/CXCL1 
varient avec l'expression du facteur de transcription HNF4a, nous avons verifie si 
cette modulation etait egalement observable au niveau transcriptionnel. Pour ce faire, 
nous avons recueilli l'ARNm des cellules HT-29/RV, HT-29/HNF4a, Caco-2/shCtrl 
et Caco-2/shHNF4a traitees ou non au peroxyde d'hydrogene et a l'interleukine-ip. 
L'expression du transcrit de CXCL1 a ete quantified par PCR quantitatif en temps 
reel. L'expression du transcrit du gene de reference GAPDH a ete utilisee pour 
normalised chacune des experiences. Comme le montre la figure 11 A, apres une heure 
de traitement inflammatoire, le transcrit de CXCL1 est module a la baisse lorsque le 
facteur de transcription HNF4a est surexprime dans les cellules HT-29 
comparativement au niveau d'expression du transcrit de CXCL1 dans les cellules ou 
l'expression de HNF4a n'est pas affectee. Tandis que le graphique de la figure 1 IB 
affiche une augmentation significative de l'expression du transcrit de CXCL1 dans les 
cellules Caco-2/shHNF4a apres lh et 6h de traitement comparativement aux cellules 
Caco-2/shCtrl. 
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Figure 11 : Le transcrit de CXCL1 est diminue dans les cellules epitheliales 
surexprimant le facteur de transcription HNF4a. 
Les cellules ont ete traitees avec 200 uM H2O2 et 10 ng/mL d'IL-ip pendant lh et 6 h. 
L'expression de l'ARNm de CXCL1 a ete quantified par PCR quantitatif en temps 
reel et normalised par l'expression du gene de reference GAPDH. Le graphique en A 
montre qu'il y a diminution significative de l'expression de l'ARNm de CXCL1 dans 
les cellules surexprimant HNF4a apres une heure de traitement. Tandis que le 
graphique B affiche une augmentation significative de l'expression du transcrit de 
CXCL1 dans les cellules Caco-2/shHNF4a apres lh et 6h de traitement 
comparativement aux cellules Caco-2/shCtrl. La significativite statistique a ete 
determinee par un test «2 way ANOVA » ou *p<0,05 et **p<0,01. 
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Figure 12 : La presence de HNF4a reduit la capacite de NFKB d'activer le 
promoteur de CXCL1. 
Les cellules Caco-2 ont ete co transferees avec le promoteur de CXCL1 couple au 
gene de la luciferase et les vecteurs d'expression contenant les facteurs de 
transcription HNF4a et NFKB, tel que decrit dans la section Materiel et Methodes. La 
luciferase a ete quantified et normalised par les valeurs de Renilla, le controle de 
transfection. Le graphique represente la compilation de 4 experiences realisees en 
triplicata. La significativite statistique a ete determinee par un test de t non apparie ou 
***p<0,001 en comparaison avec la transfection avec le promoteur et le facteur 
NFKB. 
La presence de HNF4a reduit la capacite de NFKB d'activer le promoteur de 
CXCL1 
.2 
'c 
4) 
3 s 
a: 
n=4 
CXCU-lucCUug + + + + 
NFicB0,05ug . - + + 
HNF4aO,1ug
 + + 
57 
7. La presence de HNF4a reduit la capacite de NFKB d'activer le promoteur de 
CXCL1. 
II a ete rapporte que la transcription de CXCL1 est assuree par un promoteur 
minimal de 306 paires de bases et est regulee par le facteur de transcription NFKB 
(Nirodi et al., 2001). Nous avons presente precedemment, que la modulation de 
1'expression de CXCL1 obtenue par la surexpression du facteur HNF4a, se fait au 
niveau transcriptionnel. En effet, le transcrit de CXCL1 est diminue lorsque HNF4a 
est surexprime dans les cellules HT-29 (Figure 11 A). Nous avons done evalue la 
capacite de HNF4a a reduire la transcription assuree par N F K B . 
Les cellules Caco-2 ont done ete cotransfectees avec le promoteur de CXCL1 
couple au gene de la luciferase (CXCLl-luc fourni par le Pr Ann Richmond, 
Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, TN, Etats-Unis) et les vecteurs 
d'expression contenant les facteurs de transcription HNF4a et NFicB-p65, tel que 
decrit dans la section Materiel et Methodes. La luciferase a ete quantified et 
normalised par les valeurs de Renilla, le controle de transfection. La figure 12 
represente la compilation de 4 experiences realisees en triplicata. Sur ce graphique, on 
observe que le facteur NFKB, transfecte seul, a la capacite d'activer fortement le gene 
de la luciferase, montrant que NFKB active le promoteur de CXCL1. Cependant, la 
transfection de HNF4a reduit d'environ 30% 1'activation du gene de la luciferase 
lorsque co-transfecte avec le facteur NFKB. 
58 
8. Le facteur de transcription HNF4a ne lie pas le promoteur du gene CXCL1 
suite a la stimulation des cellules Caco-2 avec du H2O2 (200 uM) et IL-ip 
(lOng/mL). 
Nous avons montre que 1'activation du promoteur de CXCL1 assuree par le 
facteur NFKB est reduite par la presence du facteur de transcription HNF4a. A ce titre, 
nous nous sommes interesses aux mecanismes par lesquels HNF4a pourrait reduire la 
capacite de NFKB d'activer le promoteur du gene CXCL1. Nous avons suggere la 
possibility que FFNF4a puisse faire competition a NFKB pour la liaison a 1'ADN. Pour 
repondre a cette hypothese, nous avons d'abord recherche au niveau du promoteur de 
CXCL1 des sites potentiels de liaison pour le facteur de transcription FfNF4a. Deux 
sites potentiels ont ete identifies, lesquels sont adjacents au site de liaison de NFKB. 
Nous avons evalue, par gel de retention, la capacite de FfNF4a de Her ces sites 
putatifs. Les echantillons proteiques nucleaires extraits des cellules Caco-2 traitees 
avec H2O2 (200 uM) et IL-ip (lOng/mL) ont migre sur gel de retention en presence de 
chacune des deux sondes radiomarquees correspondant aux sites identifies. La figure 
13 est un exemple representant les resultats obtenus pour differents essais. Sur cette 
figure de gel de retention, nous observons la formation de complexe entre les extraits 
nucleaires et les sondes constituant des sites potentiels de liaison de FfNF4a a 1'ADN. 
Afin de confirmer si le facteur de transcription HNF4a est bien implique dans ce 
complexe, des essais de retardement ont ete effectues en utilisant un anticorps dirige 
contre le facteur HNF4a. Toutefois, l'ajout d'un anticorps specifique contre HNF4a 
ne permet pas d'observer un retard des bandes sur le gel, suggerant que FfNF4a n'est 
pas lie aux sondes radiomarquees. 
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Figure 13 : Le facteur de transcription HNF4a ne lie pas le promoteur du gene 
CXCL1 suite a la stimulation des cellules Caco-2 avec du H2O2 (200 uM) et IL-ip 
(lOng/mL). 
Les echantillons proteiques nucleaires ont ete extraits des cellules Caco-2 traitees avec 
H2O2 (200 uM) et IL-ip (lOng/mL). Le gel de retention montre la formation d'un 
complexe entre les extraits nucleaires et les sondes constituant des sites potentiels de 
liaison de HNF4a a l'ADN. Cependant, l'ajout d'un anticorps specifique contre 
HNF4a ne permet pas d'observer un retard des bandes sur le gel, suggerant que ce 
n'est pas HNF4a qui est lie aux sondes radiomarquees. La figure est representative de 
quatre essais de gel de retardement. 
Le facteur de transcription HNF4a ne lie pas le promoteur du gene CXCL1 suite 
a la stimulation des cellules Caco-2 avec du H2O2 (200 uM) et IL-ip (lOng/mL). 
Site HNF4a potential #1 
du promoteur de CXCL1 
H202 200pM 
+ !L-1p 10ngftnl (0 
Site HNF4a potentiel # 2 v 
du promoteur de CXCL1 ^ 
H2Oz 2 0 0 M M 5 
+ IL-1J3 10ng/ml ra 
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9. En conditions de stress inflammatoire, HNF4a n'interagit pas physiquement 
avec le facteur NFKB. 
Etant donne que HNF4a ne semble pas Her le promoteur de CXCL1, mais que 
ce dernier facteur a la capacite de reduire l'effet transcriptionnel de NFKB, nous avons 
evalue la possibilite que HNF4a puisse interagir avec NFKB. Pour ce faire, des essais 
d'immunoprecipitation ont ete realises avec les echantillons proteiques extraits des 
cellules Caco-2 traitees au H202 (200 uM) et IL-ip (lOng/mL) pendant lh et 3h, en 
utilisant le facteur de transcription FfNF4a comme appat. Nous avons ensuite voulu 
detecter par immunobuvardage la presence du facteur NFKB. Cependant, 
1'immunodetection de la sous-unite p65 de NFKB n'a revelee aucune bande 
specifiquement associee a NFKB. La figure 14 montre que NFKB est detectee dans la 
fraction totale des extraits proteiques, mais qu'il est absent de l'immunoprecipite. La 
detection de FtNF4a par immunobuvardage confirme que l'immunoprecipitation a 
bien fonctionnee. L'utilisation d'un IgG de chevre comme controle negatif temoigne 
de la specificite de l'immunoprecipitation et que les IgGs en soit ne permettent pas de 
recuperer HNF4a. Les bandes observees sur la figure d'immunobuvardage suite a 
l'immunoprecipitation controle avec 1'IgG de chevre, ont ete detectees par l'anticorps 
secondaire utilise pour 1'immunobuvardage dirige contre FINF4a, soit l'anticorps anti-
chevre et correspondent aux IgG utilises pour immunoprecipitation. utilisant le facteur 
de transcription FlNF4a comme appat. Nous avons ensuite voulu detecter par 
immunobuvardage la presence du facteur NFKB. Cependant, 1'immunodetection de la 
sous-unite p65 de NFKB n'a revelee aucune bande specifiquement associee a NFKB. 
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Figure 14 : En conditions de stress inflammatoire, HNF4a n'interagit pas 
physiquement avec le facteur NFKB. 
Les cellules Caco-2 ont ete traitees avec H2O2 (200 uM) et IL-ip (lOng/mL) pendant 
lh et 3h. Des essais de co-immunoprecipitation ont ete realises en utilisant le facteur 
de transcription HNF4a comme appat. Cependant, la detection de NFKB par 
immunobuvardage dirige contre la sous-unite p65 de NFKB, n'a revelee aucune bande 
specifiquement associee a NFKB. La figure montre que NFKB est detecte dans la 
fraction totale des extraits proteiques, mais qu'il est absent de l'immunoprecipite. La 
detection de FfNF4a par immunobuvardage confirme que l'immunoprecipitation a 
bien fonctionnee. L'utilisation d'un IgG de chevre comme controle negatif confirme 
que l'immunoprecipitation est specifique et que les IgGs en soit ne permettent pas de 
recuperer F£NF4a. Les bandes observees sur la figure d'immunobuvardage suite a 
l'immunoprecipitation controle avec 1'IgG de chevre, ont ete detectees par l'anticorps 
secondaire utilise pour 1'immunobuvardage dirige contre HNF4a, soit l'anticorps anti-
chevre, et correspondent aux IgG utilises pour immunoprecipitation. La figure est un 
exemple representatif de 3 essais differents. 
En conditions de stress inflammatoire, HNF4a n'interagit pas physiquement 
avec le facteur NFKB. 
Fraction totale IP IgG IP HNF4a 
0 1h 3h o 1h 3h 0 1h 3h 
H2O2 {200MM) + IL-1(J (10 ng/mL) 
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10. La surexpression de HNF4a dans les cellules HT-29 entraine une diminution 
de l'activation du facteur de transcription NFKB 
Tel que presente precedemment, le facteur de transcription HNF4a reduit 
l'expression de la chimiokine CXCL1 et ce, en reduisant la transcription du gene 
assuree par le facteur NFKB. A ce titre, nous avons demontre que la surexpression de 
HNF4a dans les cellules HT-29 amene une diminution de l'activation NFKB (figure 
15). L'activation de NFicB-p65 a ete detectee par immunobuvardage dirige contre la 
sous-unite p65 du facteur de transcription, realise sur la portion nucleaire des 
echantillons proteiques extraits des deux types cellulaires traites. La figure 15A 
montre que la translocation nucleaire de la sous-unite p65 en reponse au traitement au 
H2O2 et a l'IL-ip varie selon l'expression de FTNF4a. En effet, les niveaux de NFKB-
p65 nucleaires sont diminues lorsque HNF4a est surexprime, tel qu'observe sur la 
figure 15 pour les cellules HT-29/HNF4a comparativement aux cellules HT-29/RV. 
Les niveaux d'expression de la lamine ont ete utilises pour normaliser le signal obtenu 
par la detection de NFKB-p65. 
11. L'inhibition de l'expression de HNF4a favorise l'activation de NFKB ainsi 
que sa liaison a l'ADN, attribuable a une augmentation de la degradation de 
IKBU. 
L'etude de Darsigny et ses collaborateurs portant sur 1'implication de HNF4a 
dans le maintien de l'homeostasie inflammatoire de l'intestin, suggerait que la perte 
de HNF4a au niveau de 1'epithelium du colon de souris amenait l'augmentation de 
l'activite de NFKB, puisqu'ils observaient chez ces souris une augmentation de la 
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Figure 15 : La surexpression de HNF4a dans les cellules HT-29 entraine une 
diminution de Pactivation du facteur de transcription NFKB 
Les cellules HT-29/RV et HT-29/HNF4a ont ete stimulees avec 200 uM H202 et 10 
ng/mL d'IL-ip pendant 30 et 60 minutes. 
A) L'activation de NFKB-p65 a ete detectee par immunobuvardage dirige contre la 
sous-unite p65 du facteur de transcription, realise sur la portion nucleaire des 
echantillons proteiques extraits des deux types cellulaires traites. La figure montre la 
difference d'activation de la sous-unite p65 suite au traitement au peroxyde 
d'hydrogene et a l'interleukine-ip dans les cellules exprimant ou non HNF4a. Les 
niveaux de NFKB-p65 nucleaires sont diminues dans les cellules HT-29/FINF4a par 
rapport aux cellules HT-29/RV. 
B) Representation graphique de la figure en A, les niveaux de NFicB-p65 nucleaires 
ont ete normalises par les niveaux d'expression de la lamine. Le graphique est un 
exemple representatif de trois essais differents. 
La surexpression de HNF4a dans les cellules HT-29 entraine une diminution de 
1'activation du facteur de transcription NFKB 
A) 
NF-KB/p65 
Lamine B 
Ctrl 30 60 Ctrl 30 60 
H202+IL-1p 
HT29/HNF4<x 
H202+IL-1p 
HT29/RV 
B) 
H202 + IL-1P 
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phosphorylation de IKBCX, un signal de degradation pour cette proteine (Darsigny et 
al, 2009). Aussi, nous avons determine que la diminution de l'expression de HNF4a 
dans les cellules Caco-2 par l'utilisation d'un shARN favorise l'activation de NFKB 
(figure 16A). En effet, l'activation de NFKB-p65 a ete detectee par immunobuvardage 
dirige contre la phosphorylation sur serine 536 de la sous-unite p65 du facteur de 
transcription, dans les cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a ayant ete stimulees 
avec 200 uM H202 et 10 ng/mL d'lL-lp pendant 30 et 60 minutes. La 
phosphorylation de cette serine temoigne de l'activation de NFicB-p65. La figure 16 
montre que l'activation de la sous-unite p65 en reponse au traitement au peroxyde 
d'hydrogene et a l'interleukine-ip varie entre les cellules exprimant HNF4a et les 
cellules ou l'expression de HNF4a a ete diminuee par l'utilisation d'un shARN. Les 
signaux correspondant a la detection de la phosphorylation de la serine 536 de p65 
diminuee. Egalement, 1'augmentation de la phosphorylation de NFicB-p65 suite a la 
diminution de l'expression du facteur FINF4a Concorde avec 1'augmentation de la 
degradation de la proteine IKBOI. Les cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a ont 
ete traitees pendant 10, 20 et 30 minutes avec 200 uM de peroxyde d'hydrogene et 10 
ng/mL d'interleukine-ip. On observe, sur la figure 17, que les niveaux proteiques de 
IKBCX diminuent avec le traitement au peroxyde d'hydrogene et l'interleukine-ip. On 
note egalement que cette diminution est plus prononcee dans les cellules Caco-
2/shHNF4a. Aussi, nous avons montre que la diminution de l'expression de HNF4a 
amene une augmentation de la liaison de NFKB-p65 a l'ADN (Figure 16B). On 
observe, sur gel de retention, la formation de complexes entre les proteines nucleaires 
extraites des cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a et la sonde consensus de 
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Figure 16 : L'inhibition de l'expression de HNF4a favorise 1'activation de NFKB 
ainsi que sa liaison a l'ADN 
Les cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/shHNF4a ont ete stimulees avec 200 uM H2O2 
et 10 ng/mL d'lL-lp pendant 30 et 60 minutes. 
A) L'activation de NFi<B-p65 a ete detectee par immunobuvardage dirige contre la 
phosphorylation sur serine 536 de la sous-unite p65 du facteur de transcription. La 
figure montre la difference d'activation de la sous-unite p65 suite au traitement au 
H2O2 et a l'IL-l|3 dans les cellules exprimant HNF4a et dans les cellules ou son 
expression est diminuee par l'utilisation d'un shARN dirige contre l'ARNm de 
FTNF4a. La phosphorylation de la serine 536 de p65 est plus marquee dans les cellules 
Caco-2/shHNF4a comme le temoigne l'intensite des bandes observees. 
B) Gel de retention montrant la liaison a l'ADN de NFKB-p65. Les bandes 
apparaissant a la hauteur de la fleche correspondent a la liaison de NFKB-p65 a la 
sonde consensus radiomarquee. La specificite de ce complexe est confirmee par le 
retard de la bande, observe sur le gel lorsque l'anticorps contre NFx:B-p65 est ajoute. 
Les bandes correspondant au complexe forme entre la sonde et les echantillons 
proteiques nucleaires extraits des cellules Caco-2/shFINF4a sont plus intenses que 
celles correspondant au complexe forme avec les extraits des cellules Caco-2/shCtrl. 
L'inhibition de 1'expression de HNF4a favorise 1'activation de N F K B ainsi que 
sa liaison a PADN 
A) 
NFKB-p65 (pSer536) 
NFKB-P65 
^^^ii^ 
*~PP 
tmitm i f f"T'-—" 
Ctrl 30 60 Ctrl 30 60 
H202+IL-1p H202+IL-1p 
Caco-2 shCtrf Caco-2 shHNF4a 
B) 
shCtrl 
Caco-2 
shHNF4a #89 shHNF4a #90 
H 2 O 2 2 0 0 ( J M + 
11-10 10ng/mL 
Anti-NFkB 
0 30 60 30 0 30 60 30 0 30 60 30 min 
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Figure 17 : La perte de HNF4a dans la lignee cellules epitheliales intestinales 
Caco-2 amene une augmentation de la degradation d'lKBa 
Les cellules Caco-2/shCtrl et Caco-2/sh HNF4a ont ete traitees pendant 10, 20 et 30 
minutes avec 200 uM de peroxyde d'hydrogene et 10 ng/mL d'interleukine-ip. La 
degradation de iKBa a ete evaluee en detectant par immunobuvardage la forme totale 
de IKBCX dans la fraction cytoplasmique d'extraits proteiques. On observe que les 
niveaux cytoplasmiques de IKBCX sont grandement diminues apres 10 minutes de 
traitement et que cette diminution est maintenue jusqu'a 30 minutes de traitement, 
dans les cellules ou 1'expression de HNF4a a ete reduite par 1'utilisation d'un shARN 
dirige contre l'ARNm de HNF4a. Tandis que les niveaux proteiques de IKBCX, dans les 
cellules Caco-2/shCtrl ou 1'expression de HNF4a n'est pas affectee, sont plus eleves 
apres 10 et 30 minutes de traitement comparativement aux niveaux observes dans les 
cellules Caco-2/sh HNF4a. 
Les cellules Caco-2 ayant une expression de HNF4a diminuee montrent une 
augmentation de la degradation de IKBCC. 
Ctrl 10 x 30 Ctrl 10 20 30 min 
H302-HL-1p H202+IL-1p 
Caco-2/shCtrf Caco-2/shHNF4a 
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NFKB radiomarquee. Ces complexes sont specifiques a la liaison de NFKB a sa 
sonde, tel que confirme par le retard sur gel par l'utilisation d'un anticorps dirige 
contre la sous-unite p65 de NFKB. En comparant l'intensite de bandes correspondant 
aux complexes, on remarque que, lorsque 1'expression de FINF4a est diminuee, la 
liaison de NFx:B-p65 a 1' ADN est augmentee. 
12. La phosphorylation de STAT3 est augmentee par la surexpression de HNF4a 
dans les cellules IEC-6. 
Finalement, nous avons evalue 1'activation de la proteine Signal transducer 
and activator of transcription 3 (STAT3) dans les cellules IEC-6 surexprimant le 
facteur HNF4a, en detectant la phosphorylation de la tyrosine 705 a l'aide de la 
trousse PathScan Inflammation Multi-Target Sandwich ELISA Kit de Cell signaling. 
Les resultats ont ete normalises par les niveaux detectes de la proteine NFicB-p65 
totale, puisqu'il s'agissait du seul controle disponible dans la trousse de 
quantification. On observe sur le graphique de la figure 19 que la phosphorylation de 
la tyrosine 705 de STAT3 est plus elevee dans les cellules surexprimant le facteur 
HNF4a. II est a noter que nous avons confirme par immunobuvardage que 
1'augmentation de la phosphorylation de STAT3 etait attribuable a la surexpression de 
HNF4a et non a la surexpression du facteur Cdx2 (resultats non presentes). 
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Figure 18 : La phosphorylation de STAT3 est augmentee par la surexpression de 
HNF4a dans les cellules IEC-6. 
L'activation de la proteine STAT3 dans les cellules IEC-6 surexprimant ou non le 
facteur HNF4a, a ete evaluee en detectant la phosphorylation de la tyrosine 705 par 
methode ELISA. Les resultats ont ete normalises par les niveaux detectes de la 
proteine NFi<B-p65 totale. Le graphique montre que la phosphorylation de la tyrosine 
705 de STAT3 est plus elevee dans les cellules surexprimant le facteur HNF4a. 
La phosphorylation de STAT3 est augmentee par la surexpression de HNF4a 
dans les cellules IEC-6. 
n=4 
IEC6-RV IEC6-Cdx2-HNF4a 
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IV-Discussion 
L'etude presentee dans ce memoire suggere 1'implication de HNF4a dans la 
regulation de la reponse inflammatoire au point de vue intestinal, en attribuant a ce 
facteur un nouveau role dans la regulation de 1'expression de la chimiokine pro-
inflammatoire CXCL1 via l'inhibition de l'activite de NFKB. 
Le facteur de transcription HNF4a fait partie de la superfamille des recepteurs 
nucleaires, en raison de son homologie structurale avec les membres de cette famille. 
Bien qu'il fasse partie de cette classe de recepteurs, HNF4a est dit recepteur orphelin, 
puisqu'aucun ligand ne lui a clairement ete attribue. Cependant, la presence d'un 
acide gras lie de facon permanente au niveau du domaine de liaison au ligand, lui 
confere une activite constitutive (Wisely et al, 2002). Etant donne cette particularity, 
l'activite de HNF4a est regulee par des interactions avec divers cofacteurs (Louet et 
al, 2002, Iordonidou et al., 2005, Torres-Padilla et al., 2002, Qu et al., 2007) et par 
differentes modifications post-traductionnelles (Soutoglou et al, 2000, Xu et al., 
2007, Hong et al., 2003), qui vont, dans certains cas, affecter la stabilite du facteur 
et/ou sa liaison a l'ADN. II a d'ailleurs ete rapporte que des conditions inflammatoires 
permettent la phosphorylation de la serine 158 de HNF4a par la MAPK p38 et que 
cette modification serait impliquee dans la regulation du gene iNOS au niveau des 
cellules hepatiques, en augmentant la liaison de HNF4a au promoteur de ce gene 
(Guo et al, 2006). Le facteur de transcription HNF4a participe a la regulation de 
plusieurs processus biologiques, dont notamment au niveau du developpement, de la 
differentiation cellulaire, mais egalement au niveau de la reponse inflammatoire. 
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Le role de HNF4a dans la protection face aux maladies infiammatoires de 
l'intestin a ete demontre par l'etude de Ahn et ses collaborateurs (Ahn et ah, 2008). 
Cette etude rapporte que 1'expression de HNF4a est perdue au niveau des tissus 
intestinaux chez les patients atteints de maladies infiammatoires de l'intestin. 
Egalement, la deletion de HNF4a au niveau de 1'epithelium intestinal de souris amene 
une sensibilite accrue au traitement au sodium dextran sulfate (DSS) (Ahn et ah, 
2008). A ce titre, nous avons d'abord evalue l'impact d'un stress inflammatoire, mime 
par un traitement au peroxyde d'hydrogene et a l'interleukine-ip, sur l'expression et 
l'activite de HNF4a. Nous avons constate que ces conditions infiammatoires 
entrainaient une augmentation des niveaux proteiques de FfNF4a, et ce, apres une 
heure et trois heures de traitement (figure 5A). De plus, le traitement au peroxyde 
d'hydrogene et a l'interleukine-ip permettent une meilleure liaison de HNF4a a 
l'ADN, comme en temoigne les essais de gel de retention presentes a la figure 5B. 
Etant donne qu'une augmentation aussi rapide des niveaux proteiques de HNF4a ne 
peut etre due a une augmentation de la synthese de ce facteur, nous avons suggere que 
HNF4a puisse subir, en reponse au traitement inflammatoire, une modification post-
traductionnelle augmentant sa stabilite et empechant sa degradation. Nous avons 
confirme, par l'utilisation d'inhibiteurs de voies de signalisation, que la hausse des 
niveaux proteiques de HNF4a etait attribuable a l'activite de la kinase de stress JNK. 
En effet, l'inhibition de l'activite de JNK par le SP600125 previent 1'augmentation 
des niveaux proteiques de HNF4a (figure 6) obtenue par le traitement au peroxyde 
d'hydrogene et a l'interleukine-ip. Etant donne que nous suspections que l'inhibition 
de la phosphorylation de FTNF4a par la kinase JNK menait la degradation du facteur, 
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nous avons tente de determiner les mecanismes pouvant etre responsables de ce 
phenomene. Nous avons done evalue 1'implication du proteasome dans de ce 
phenomene, en nous basant sur une etude ayant rapporte la degradation de HNF4a via 
ce mecanisme suite a la phosphorylation de la serine 78 par la proteine kinase C (Sun 
et al., 2007). Cependant, l'inhibition du proteasome par le MG132 ne permet pas de 
contrecarrer l'effet de 1'inhibition de JNK sur les niveaux proteiques de HNF4a 
(figure 7). Le proteasome ne serait done pas implique dans la perte de 1'augmentation 
des niveaux proteiques de HNF4a a la suite de l'inhibition de l'activite de la kinase de 
stress JNK. Une etude a deja suggere que la degradation de FINF4a pourrait etre 
mediee par un mecanisme independant du proteasome, suivant la phosphorylation de 
HNF4a par l'AMPK (Leclerc et al, 2001). En effet, les auteurs constataient que 
l'inhibition du proteasome ne prevenait pas la degradation de HNF4a. Neanmoins, les 
auteurs n'ont pu demontrer par quel mecanisme HNF4a etait alors degrade. Ceux-ci 
ont cependant suggere que la phosphorylation par l'AMPK pourrait induire un 
changement conformationnel rendant HNF4a plus susceptible a une degradation par 
clivage proteolytique par des proteases cellulaires (Leclerc et al., 2001). 
Ainsi, nous avons montre que des conditions de stress inflammatoire vont 
moduler l'expression et l'activite de HNF4a en augmentant les niveaux proteiques du 
facteur, a la suite de la phosphorylation par la kinase de stress JNK, et en augmentant 
la liaison de HNF4a a l'ADN, suggerant son implication dans la reponse 
inflammatoire. 
L'implication de HNF4a dans l'homeostasie inflammatoire du colon a 
recemment ete discutee dans 1'etude de Darsigny et ses collaborateurs. Cette etude 
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montre que la deletion du facteur HNF4a au niveau de 1'epithelium colique amene 
une reduction de 1'expression de la claudine-15 et une deficience du transport 
epithelial des ions ce qui menerait a l'apparition spontanee de maladies 
inflammatoires de l'intestin chez la souris (Darsigny et ah, 2009). Les auteurs ont 
observe que les animaux invalides montraient un allongement des cryptes de 
Lieberkiihn, une disorganisation de celles-ci et une infiltration importante de cellules 
leucocytaires au niveau des tissus coliques. De facon generate, les cellules 
immunitaires sont recrutees au site d'inflammatoire par chimiotaxie, selon un gradient 
de concentration de facteurs inflammatoires. Nous avons travaille conjointement avec 
le groupe de Darsigny afin d'evaluer la production et la modulation de l'expression de 
cytokines par les tissus coliques des souris invalidees, pouvant justifier le recrutement 
de cellules immunitaires au niveau des tissus. La quantification des molecules pro-
inflammatoires a ete realisee a l'aide de la puce d'anticorps RayBio® Mouse 
inflammation antibody array G series, de la compagnie RayBiotech, sur des extraits 
proteiques totaux de tissus coliques provenant de souris controles ou de souris 
invalidees pour HNF4a. Par cette analyse, nous avons identifie plusieurs cytokines et 
chimiokines dont l'expression etait modulee a la hausse au niveau du colon des souris 
invalidees pour HNF4a (tableau 6). Nous avons confirme par ELISA que la 
chimiokine KC/CXCL1, a laquelle nous nous sommes plus particulierement interesses 
en raison de sa capacite a attirer les neutrophiles et plusieurs autres cellules 
immunitaires, etait significativement augmentee dans les echantillons de tissus 
coliques de souris invalidees (figure 8). Cependant, nous ne pouvions confirmer que 
l'augmentation de KC/CXCL1 etait attribuable a la production et la secretion par les 
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cellules epitheliales intestinales, puisque 1'experience a ete effectuee sur des 
echantillons totaux extraits des tissus coliques de souris invalidees pour le gene 
HNF4a. Les souris invalidees montrent une forte infiltration leucocytaire qui pourrait 
etre responsable de 1'augmentation des niveaux proteiques de la chimiokine 
KC/CXCL1. Afin de repondre a notre objectif de recherche, soit de caracteriser les 
mecanismes de regulation de HNF4a sur la production CXCL1 par les cellules 
epitheliales intestinales, il fallait d'abord s'assurer que l'expression de CXCL1 
modulee par la perte de HNF4a etait due a une production accrue par les cellules 
epitheliales intestinales et non due a une production par les cellules immunitaires 
recrutees au site d'inflammation. Nous avons done utilise differentes lignees de 
cellules epitheliales dans lesquels nous avons surexprime le facteur HNF4a ou 
reprime son expression par shARN (figure 9). Nous avons confirme par des tests 
ELISA, que la perte de FFNF4a dans les cellules epitheliales intestinales entrainait une 
augmentation de la relache de CXCL1 par ces memes cellules (figure IOC). 
Inversement, nous avons demontre que la surexpression de FfNF4a modulait a la 
baisse l'expression de KC/CXCL1 par les cellules epitheliales intestinales (figure 10A 
et B). Nous avons egalement confirme, par PCR quantitatif en comparant les niveaux 
du transcrit de CXCL1 dans les cellules exprimant ou non HNF4a, que la modulation 
de l'expression de CXCL1 par FfNF4a se faisait au niveau transcriptionnel. En effet, 
les niveaux du transcrit de CXCL1 etaient diminues dans les cellules epitheliales 
intestinales ou le facteur FTNF4a est surexprime (figure 11 A) tandis que la diminution 
de l'expression de HNF4a amene une augmentation de l'ARNm de CXCL1 dans les 
cellules Caco-2/shHNF4a (figure 1 IB). 
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En ce qui concerne la litterature, il est connu que la regulation de la 
transcription du gene CXCL1 est assuree par le facteur de transcription NFKB (Nirodi 
et ai, 2001). En effet, la degradation des IKB en reponse a un stress, tel une 
stimulation a l'interleukine-1, permet au complexe forme par les sous-unites p50 et 
p65 de NFKB d'etre active et de transloquer au noyau pour Her le promoteur de 
CXCL1 et ainsi activer la transcription de ce gene. Etant donne que nous avons montre 
que la modulation de 1'expression de CXCL1 par HNF4a se fait au niveau 
transcriptionnel, nous avons evalue la capacite de FTNF4a a moduler 1'effet 
stimulateur de NFKB sur la transcription de CXCL1. Nous avons montre, par des 
essais luciferase en co-transfectant les deux facteurs de transcription avec le 
promoteur de CXCL1 en amont du gene de la luciferase, que FfNF4a a la capacite de 
reduire d'environ 30% l'activation du gene de la luciferase assuree la sous-unite p65 
du facteur NFKB (figure 12). 
Bien que FTNF4a puisse reduire l'activation du promoteur de CXCL1 assuree 
par le facteur NFKB, tel que le montrent nos essais luciferase, FTNF4a n'agit pas 
comme represseur de la transcription directement au niveau du promoteur de CXCL1. 
Nous avons invalide notre hypothese selon laquelle FTNF4a pourrait reprimer la 
transcription assuree par NFKB par un mecanisme de competition pour le site de 
liaison a l'ADN. En effet, bien que nous ayons identifie des sites potentiels de liaison 
pour FTNF4a au niveau du promoteur de CXCL1, ce dernier facteur n'a pas la capacite 
de Her ces sites, et ce, meme en conditions de stress inflammatoire (figure 13). Par 
ailleurs, l'un des sites identifies est en fait lie par la poly ADP-ribose polymerase-1 
(PARP-1) (Nirodi et ai, 2001). Cependant, la diminution de l'expression de HNF4a 
75 
par l'utilisation de shARN, ne semble pas moduler l'expression de PARP-1 ni sa 
liaison a l'ADN (resultats non presentes). Ainsi, la liaison de HNF4a au promoteur de 
CXCL1 n'est pas impliquee dans la modulation de l'expression de cette chimiokine en 
conditions inflammatoires. Egalement, nous n'avons pas ete en mesure de detecter la 
presence de NFKB lors d'essais d'immunoprecipitation avec le facteur HNF4a 
suggerant que la regulation de NFKB par le facteur HNF4a n'implique pas une 
interaction directe entre ces deux facteurs. 
Toutefois, la surexpression de HNF4a au niveau des cellules HT29 affecte 
directement l'activation de NFicB-p65. En effet, la translocation nucleaire de NFKB-
p65 en reponse a des conditions de stress inflammatoire est diminuee par la 
surexpression de HNF4a dans les cellules HT29 (figure 15), et ce, sans doute en 
raison d'une diminution de la degradation de IKBCI (resultats non presentes). 
Inversement, nous avons observe que la diminution de l'expression de HNF4a dans 
les cellules Caco-2/shHNF4a amene une augmentation de l'activite de NFKB (figure 
16A) attribuable a une augmentation de la degradation de IKBCI (figure 17), 
concordant avec les resultats observes in vivo lors de la perte de HNF4a au niveau de 
l'epithelium colique de souris (Darsigny et ah, 2009). Egalement, la liaison de NFKB-
p65 a l'ADN est augmentee lorsque l'expression du facteur de transcription FINF4a 
est diminuee, demontrant encore une fois que la perte de HNF4a entraine une 
augmentation de l'activation de NFKB en reponse a des conditions inflammatoires. II 
reste neanmoins a determiner les mecanismes par lesquels HNF4a stabilise 
l'expression de IKBCI et ainsi bloque l'activation de NFKB, menant a une diminution 
de l'expression de CXCL1. Nous avons envisage la possible implication de la voie de 
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STAT3 dans cette regulation, puisque ce facteur de transcription est generalement 
associe a une reponse anti-inflammatoire (Matsukawa et ah, 2005, Murray, 2006). De 
plus, la participation de STAT3 dans la production de la chimiokine CXCL1 et le 
recrutement de neutrophiles a ete demontree (Fielding et ah, 2008). En effet, 
l'hyperactivation de STAT3 resultant de la mutation du recepteur a l'IL-6 chez la 
souris, reduit la production de KC/CXCL1 et 1'infiltration de neutrophiles suite a 
l'induction d'une peritonite. Inversement, la deletion de STAT3 entraine la production 
accrue de KC/CXCL1 en reponse a l'induction de la peritonite (Fielding et ah, 2008). 
Nous avons evalue 1'activation de STAT3 au niveau de notre modele cellulaire de 
surexpression de HNF4a et il s'avere que les cellules IEC-6/Cdx2-HNF4a montrent 
une phosphorylation activatrice de STAT3 plus elevee comparativement aux cellules 
IEC-6/RV (figure 19). Bien que pour cette experience, nous n'avons pu comparer les 
niveaux de phosphorylation de STAT3 dans les cellules IEC-6/Cdx2-FINF4a avec les 
niveaux d'expression dans les cellules IEC-6/Cdx2, nous avons tout de meme 
confirme par immunobuvardage que l'augmentation de la phosphorylation de STAT3 
etait attribuable a la surexpression de HNF4a et non a la surexpression du facteur 
Cdx2 (resultats non presentes). L'hyperactivation de STAT3 dans les cellules 
surexprimant le facteur de transcription HNF4a demeure une piste interessante pour 
expliquer la modulation de 1'expression de KC/CXCL1 par le facteur HNF4a. 
D'autant plus que certains groupes de recherches ont propose que STAT3 ainsi que 
l'IL-10, interleukine qui en se liant a son recepteur va activer STAT3, avaient la 
capacite d'inhiber l'activite transcriptionnelle de NFKB (YU et Kone, 2004, 
Kortylewski et al., 2009, Schottelius et ai, 1999, Nachtwey et Spencer, 2008). 
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Toutefois, dans notre cas, le lien entre ces differentes voies de signalisation n'est 
toujours pas demontre. Dans le meme ordre d'idees, certaines etudes ont montre 
1'inhibition de l'activite de NFKB par l'interleukine-4 via le facteur de transcription 
STAT6 (Yu et al, 2009; Abu-Amer, 2001). Or, il s'avere que le modele de deletion 
de HNF4a au niveau de l'epithelium colique de souris montre une diminution de 
l'expression de la molecule anti-inflammatoire IL-4 (tableau 5). Toutefois, la 
diminution de IL-4 au niveau des tissus coliques invalides ne s'avere pas etre 
significative tel que quantified par micropuce d'anticorps. II serait dont pertinent de 
comparer la production de IL-4 dans les modeles cellulaires surexprimant ou non 
HNF4a. 
L'effet regulateur de HNF4a sur l'activite de NFKB pourrait egalement 
impliquer la participation des proteines phosphatases. II a ete demontre que les 
proteines phosphatases 1 et 2A (PP1 et PP2A) regulent negativement la voie 
canonique de NFKB en dephosphorylant leurs substrats, les kinases IKK (Mitsuhashi 
et ai, 2008, Li et al, 2008, Witt et al, 2009). Egalement, l'etude de Feng et ses 
collaborateurs a demontre que le traitement de cellules epidermiques de souris avec 
l'acide okadaique entrainait l'activation de NFKB et la production de KC/CXCL1 
dues a l'inhibition de PP1 et PP2A (Feng et al., 2005). L'acide okadaique est en fait 
un inhibiteur de proteines phosphatases, lequel lie PP1 et PP2A et agit comme 
inhibiteur non-competitif. En consequence, l'acide okadaique mene a 
l'hyperphosphorylation des plusieurs molecules, dont notamment les kinases IKK 
(Feng et al., 2005). Or, il s'avere que la proteine inhibitrice de PP1 (KEPI) est 
significativement augmentee dans les tissus coliques du modele de deletion de HNF4a 
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genere par Darsigny (Darsigny et al., 2009) (resultats non presentes). KEPI est en fait 
un inhibiteur de la proteine phosphatase 1, lequel empeche PP1 de dephosphoryler ces 
substrats dont le complexe IKK. L'augmentation de cet inhibiteur au niveau des tissus 
coliques de souris invalidees pourrait expliquer l'augmentation de l'activite de NFKB 
dans ces tissus (Darsigny et al., 2009), decoulant d'une augmentation de l'activite des 
kinases IKK et done d'une augmentation de la phosphorylation des IKB. L'etude de 
ces phosphatases s'avererait done pertinente aim d'expliquer l'effet regulateur de 
HNF4a sur l'activite de NFKB. 
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V-Conclusions et Perspectives 
Dans cette etude, nous avions pour but de demontrer une nouvelle implication 
de HNF4a dans la reponse inflammatoire. Ce role devait se manifester par la 
regulation negative de l'expression de CXCL1 par le facteur de transcription au 
niveau des cellules epitheliales intestinales. La chimiokine CXCL1 est fortement 
impliquee dans la reponse inflammatoire en etant l'une des chimiokines les plus 
importantes dans le recrutement des neutrophiles et de diverses autres cellules 
immunitaires. 
Nos resultats temoignent tout d'abord de l'activation du facteur HNF4a en 
reponse aux conditions de stress pro-infiammatoire, mime par le peroxyde 
d'hydrogene et l'interleukine-lp. En effet, nous avons montre que la capacite de 
liaison a l'ADN de HNF4a etait augmentee dans ces conditions de stress 
inflammatoire. De plus, nous avons montre qu'un traitement inflammatoire entraine 
une augmentation des niveaux proteiques de FTNF4a, et ce, de maniere dependante de 
l'activation de la kinase de stress JNK. L'inhibition de l'activite de JNK empeche 
l'augmentation proteique de FINF4a et entrainerait sans doute la degradation de ce 
facteur. Toutefois, l'inhibition du proteasome ne parvient pas a retablir les niveaux 
proteiques de HNF4a observes suite a l'induction d'un stress inflammatoire. 
Nous avons montre que la perte de HNF4a au niveau de 1'epithelium colique 
de souris entraine une production accrue de plusieurs facteurs pro-infiammatoires au 
niveau des tissus coliques, dont la chimiokine CXCL1. Grace a la generation de 
modeles de cellules epitheliales intestinales (CEI) surexprimant F£NF4a, nous avons 
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montre que la presence de HNF4a affecte directement la production de la chimiokine, 
puisque la surexpression de HNF4a amene une diminution de 1'expression et de la 
secretion de CXCL1 par les CEI. La regulation de l'expression de cette chimiokine 
par HNF4a se fait au niveau transcriptionnelle, puisque la surexpression du facteur de 
transcription amene une diminution de l'expression du transcrit de CXCL1. Au niveau 
de la litterature, il est rapporte que la regulation transcriptionnelle de CXCL1 est 
assuree principalement par le facteur de transcription NFKB. Nous avons montre pour 
la premiere fois, que le facteur HNF4a a la capacite de reduire Peffet de NFKB sur 
l'activation du promoteur de CXCL1, lorsqu'il est co-transfecte avec le facteur NFKB 
dans les CEI. L'effet regulateur de HNF4a sur NFKB se fait au niveau de l'activation 
de ce dernier. En effet, la surexpression de FINF4a au niveau des cellules epitheliales 
intestinales entraine une diminution de la phosphorylation activatrice de NFKB-p65, 
de la translocation nucleaire et de la capacite de liaison a l'ADN de ce facteur. Nous 
avons egalement montre que la perte de FfNF4a amene la suractivation NFKB-p65 via 
l'augmentation de la degradation de IKBCX, tel que montre au niveau des cellules 
epitheliales ou l'expression de HNF4a est reprimee. Ce resultat s'accorde avec 
l'observation rapportee dans l'etude de Darsigny et ses collaborateurs, ou la 
phosphorylation de IKBCX etait augmentee au niveau des tissus coliques de souris 
invalidees pour le gene HNF4a, suggerant une augmentation de l'activation de NFKB 
suite a la perte de FTNF4a. Nous avons ouvert une piste pouvant concilier 
l'augmentation de l'expression de HNF4a avec la baisse de l'activation de NFKB, en 
montrant que la surexpression de HNF4a au niveau des cellules IEC-6 entraine une 
hyperactivation de STAT3. Tous ces resultats mis en perspectives soutiennent le role 
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protecteur de HNF4a au niveau des cellules epitheliales intestinales face a un stress 
pro-inflammatoire. 
Toutefois, il reste a determiner les mecanismes par lesquels HNF4a stabilise 
1'expression de IKBOI et ainsi permet une sequestration accrue de NFKB et une 
diminution de l'expression de CXCL1. De nouvelles avenues seraient pertinentes a 
explorer afin d'elucider le mecanisme complet de regulation de FTNF4a sur l'activite 
de NFKB. II faudrait d'abord evaluer 1'importance de 1'activation de STAT3 dans la 
production de la chimiokine CXCL1 au niveau des cellules epitheliales intestinales. II 
serait egalement interessant de determiner l'element responsable de l'hyperactivation 
de STAT3 au niveau des lignees de cellules epitheliales surexprimant le facteur 
HNF4a, et du meme coup determiner le role de HNF4a dans la regulation de ce 
facteur. Aussi, il serait pertinent d'evaluer les niveaux d'expression des phosphatases 
PP1 et PP2A dans les differentes lignees de cellules epitheliales intestinales 
surexprimant ou non le facteur HNF4a, et de determiner si le facteur de transcription 
HNF4a regule l'expression de ces deux phosphatases, lesquelles sont connues pour 
reguler negativement la voie de canonique de NFKB. Etant donne que la quantification 
de l'expression des genes au niveau de l'epithelium colique de souris invalidees pour 
HNF4a, a l'aide d'une micropuce d'ADN, a revele la modulation de la proteine 
inhibitrice de PP1, il serait tout a fait justifie d'evaluer l'impact direct du facteur 
FINF4a sur l'expression de cette proteine. 
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